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Kryptohimin. 
Von 
Erwin Negelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie Berlin-Dahlem.) 
(Eingeqangen am 22. Mdrz 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Da das Haémin des _ sauerstoffiibertragenden Ferments — ein 
Phaohimin, ahnlich dem Spirographishamin ist, kommen Phaiohimine 
nicht nur bei niederen Tieren, sondern weitverbreitet in lebenden 
Zellen vor. Auf Vorschlag von Herrn O. Warburg habe ich versucht, 
aus Zellen héherer Tiere ein Phaéohamin praparativ zu gewinnen. 

Wegen der gréBeren Reaktionsfahigkeit der Phiohimine wurde 
dabei nicht die Isolierung des unversehrten Hamins angestrebt, sondern 
die Isolierung des zugrundeliegendun Porphyrins, das nach den Er- 
fahrungen mit Spirographisporphyrin bestandiger ist. Das zu priifende 
Material wurde einige Minuten in heibem Eisessig mit Ferrochlorid 
und Salzsiure behandelt, wobei die meisten Hamine ihr Eisen abspalten. 
Es ist ein weiterer Vorteil, daB man das Porphyringemisch, wenn mehrere 
Hamine vorlagen, durch Fraktionierung aus Ather mit Salzsiure nach 
Willstdtter-Mieg trennen kann. 

Als Versuchsmaterial diente zunachst Taubenmuskel, aus dem ein 
kristallisiertes Porphyrin von folgender spektraler, Eigenschaft isoliert 


wurde. 
Spektrum in Ather: 639 — 648, 586— 596, 5TS— 5s, 
549 aod, SOS 520. 
Spektrum in 10° ,iger Salzsiure: 611—620 und 552-572 


Das Spektrum des neuen Porphyrins ist weitgehend vom Spektrum 
des Protoporphyrins verschieden, dagegen stimmt es mit dem Por- 
phyrin des Spirographishamins! sehr nahe iiberein. 

Als bequemes Ausgangsmaterial zur Darstellung des neuen Por- 
phyrins diente bei spiaiteren Versuchen das gewo6hnliche kristallisierte, 


1 O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 244, 9, 1932; 244, 239, 1932. 
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aber nicht umkristallisierte Bluthimin, wie es bei dem Nenckisch¢ 
Kisessigverfahren gewonnen wird. Dieses Hamin enthalt etwa 2 pr 
Mille des neuen Hamins und ist fast frei von EiweiB und anderen Begleit 
stoffen, so daB man hier nur die Enteisenung und die Abtrennung dé 
Protoporphyrins auszufiihren hat, um das neue Porphyrin gut kristalli 
siert zu erhalten. 

Das Porphyrin kristallisiert aus Ather in langen, etwas gebogene: 


Nadeln (Abb. 1), zuweilen auch in langen, diinnen Prismen mit weni, 


abgeschragten Endflaichen. Die Farbe der Kristalle ist rotbraun. 


> 
ae 


Abb. 1. 


Die Analyse des neuen Porphyrins ergab: 





4.389 mg Substanz: 11,133 mg CO,, 2,238 mg H,O; 69,18°,,C, 5.70°, H. 
ae. § «. 9.493 ., CO, 1,952 .. H,O; 69.17%, C, 583°, H. 
4.209 ,, re 0,358 cem N (752 mm Hg, 19,49) 9,83°, N. 

‘5,755 .. 45 0.485 ., N (753 .. Hg, 20,09 9,73°. N. 

H N a 

Gefunden:. . . ‘ i 69,18 5.77 9,78 15.27 
Berechnet fiir Cgs3 Hgg Ng O : 7TOAS8 5,72 9,92 14.18 
Berechnet fiir Cs, HyyNgO; . . 69,93 6,06 9.89 14.12 


woraus sich als wahrscheinlichste Formel C3,H3.N,O,; berechnet. Proto- 
porphyrin hat die Formel: C3,H3,N,0,. Spirographisporphyrin hat 
die Formel: Cy. Ha)N,0;- 

Wie Spirographisporphyrin reagiert das neue Porphyrin mit 
Hydroxylamin unter Verschiebung aller Absorptionsbanden nach Blau, 
eine Reaktion der Phaoporphyrine, die zuerst von Hans Fischer be- 
schrieben worden ist. Durch diese Reaktion und die Analyse, die fiinf 


Sauerstoffatome ergibt, ist das neue Porphyrin als ein Ketoporphyrin 
pny porpn) 
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Kryptohamin P45 


der Phaoporphyrin charakterisiert. Auch in bezug auf die Salzsaiure 
ihl, die fiir das neue Porphyrin etwa 4.8 und fiir das Spirogra phis 
orphyrin 4,6 ist, stimmen diese beiden Porphyrine weitgehend uberein 
‘in Unterschied gegen Spirographisporphyrin ist, das das neue Por 
hvrin 1 CH, mehr enthalt 

Fiihrt man in das neue Porphyrin Eisen ein, so erhalt man ein 


cristallisiertes Hamin Die Hamochromogenreaktion dieses Hamins 
n 25° igem Pyridin mit Hydrazin ist 574—590 und 525-537. Die 


elbe Hamochromogenreaktion erhalt man direkt mit Taubenmuskel 
wenn man den zerkleinerten Muskel mit Pyridin extrahiert Ks 
ind dieselben Streifen, die zuerst Anson und Mirsky? bei der Extrak- 
tion von Hefe mit Pyridin beobachtet haben. In der Tat kommt das 
neue Himin auch in Hefe vor, sein Porphyrin kann aus Backerhefe 
nach der beschriebenen Methode erhalten werden. 

Die Extraktionsversuche mit Pyridin beweisen, dab das neue 
Porphyrin als Haémin in den Zellen vorkommt und ni¢ht etwa_ ein 
Kunstprodukt ist, das sich aus Bluthamin bei dem Darstellungsverfahren 
hildet. Dafiir spricht auch, daB wmkristallisiertes Bluthamin nur Spuren 
des neuen Porphyrins liefert. 

Das neue Hamin verbindet sich mit Globin zu einem Hamoglobin, 
das Kohlenoxyd und Sauerstoff reversibel bindet 

Als Name fiir das neue Hamin schlage ich ,,Kryptohamin™ vor, 
weil es so lange verborgen blieb. 

Kryptohimin, an Eiwei gebunden, hat ein Spektrum, das mit 
dem Spektrum des sauerstoffiibertragenden Ferments nahe  wber- 
einstimmt.  Vielleicht ist Kryptohamin das Hamin des sauerstoff- 
iibertragenden Ferments, vielleicht ist es auch das Hamin des lang- 
welligsten der MacMunnschen Histohimatine (der Komponente @ des 
Keilinschen Cytochroms) 


1 M.L. Anson u. A. E. Mirsky, J. of Physiol. 60, 161, 1925 
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Kine neue Methode 


zur titrimetrischen Bestimmung kleinster Mengen Ammoniak. 


Von 
Torsten Teorell. 


Aus det physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Institut 


in Stockholm.) 
(Eingeqangen am 26. Mdrz 1932.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Im Prinzip griindet sich die nachstehend beschriebene Methode aut 
die Reaktion 
2NH, 3 NaBrO 3 Nab 3 H,O No. 
Ammoniak soll mit einem Uberschup an Na-Hypobromit reagieren 
Den CherschuB an Na BrO nach der momentanen Oxydation von N H, 
bestimmt man entweder a) jodometrisch: 
NaBrO + 2HBr + 2NaJ = 3NaBr + H,0 + J, 
(Titration von J, mit Thiosulfat). 
oder b) mittels der hier angegebenen Methode mit Hilfe eines Farbstoffs 
(Benzol-azo-z-naphthyvlamin, ,,Naphtlylrot’), der die  Eigenschaft 
besitzt, durch Hypobromit oder freies Br, entfarbt zu werden: 
Na BrO Naphthylrot — Na Br + farblose Produkte. 
GemaB der Reaktion b) fungiert die Farbstofflésung als ihr eigene 
Indikator (ebenso wie Permanganat!). Die Menge der verbrauchten 


Farbstofflésung (y) bis zum Auftreten ihrer Eigenfarbe in der Probe- 


lésung ist proportional dem HypobromitiiberschuB. In einem Blind- 
versuch wird der der ganzen zugesetzten Na BrO-Menge entsprechende 
Naphthylrotwert x ermittelt. Die Differenz (2 — y) ist proportional 
der Ammoniakmenge in der Probe. 
Die jodometrische Methode eignet sich fiir Ammoniak-N-Mengen 
0,02 mg: das Naphthylrotverfahren fiir Mengen von 0,02 bis 0,001 mg 
und darunter. 


Die Verwendung von Hypobromit in Verbindung mit Jodometri 
zwecks Ammoniak- und Harnstoffbestimmung ist seit Dezennien bekannt 
Eine sorgfaltige Untersuchung des Verfassers im Jahre 1928 (1. ¢ 
liber die Bedingungen fiir den quantitativen Verlauf der Hypobromit 


Eine ausfiihrliche historische Ubersicht hat 7. Teorell in Acta Med 
Seand. 68, 305, 1928: ..lodimetric micro determination of nitrogen b 


means of hypobromite*’ veréffentlicht. 
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eaktion zeigte unter anderem die entscheidende Rolle der Wasserstoff- 
menkonzentration fiir diese’. 

Gleichzeitig wurde eine Methodik zur Stickstoffbestimmung ohne 
Destillation, geeignet fiir biologisches Material mit einem N-Gehalt von 
0,1 bis 2mg Stickstoff pro Probe, angegeben. Die Methode erwies sich 
pater als brauchbar zur Bestimmung noch geringerer NH,-Stickstoff- 
engen ?, 

Die untere Grenze fiir die verfeinerte jodometrische Methode _ ist 
ingefahr 0,02 mg (KF ehlerbreite etwa 2°,,). Fiir noch geringere Stickstoff- 
engen wurde bei Verwendung von noch schwacherem (n/1000) Thiosulfat 
der Jodstarkeumschlag als ungentigend scharf befunden, um eine genaue 
Bestimmung Zu erlauben. Es lag daher nahe. die oxydierende, bleichende 
fahigkeit des Hypobromits gegenitiber gewissen Farbstoffen auszunutzen. 
Zu diesem Zwecke wurde eine Reihe solcher gepriift. Dabei stellte sich 
heraus, daB Benzol-azo-x-naphthylamin, genannt Naphthylrot, in saurer 
Léosung am besten geeignet war: Es wird unmittelbar entfarbt, gibt voéllig 
farblose Produkte und wird streng proportional dem Na BrO-UberschuB 
verbraucht. Die Lésung ist selbst in Starken entsprechend n/4000 farbstark 
ind titerbestandig. 


Nachstehend wird zuerst die Methodik zur Bestimmung reiner, 
ammoniakhaltiger Lésungen und Destillate beschrieben. Dann folgt 
eine Darstellung des besonderen Destillationsverfahrens, das zur Ge- 
winnung von Ammoniak ohne Verunreinigungen aus dem zur Unter- 
suchung vorliegenden Material (Blut, Organextrakt usw.) notwendig 
ist. SchlieBlich werden Beleganalysen mitgeteilt und iiber den EinfluB 
von Variationen einer Reihe verschiedener Momente, die in der Methode 
vorkommen, berichtet. 


Methodik. 
Verwendungsgebiet:; 0.5 bis 15 & 20 ug' NH,-Stickstoff* 


Man verwendet reine Ammoniumsalzlésungen oder Destillate (vg! 
S. 252). Werden andere Lésungen angewendet, miissen diese frei von 
oxydierbaren Stoffen oder starken Oxydationsmitteln sein Neutralsalze 
n starkerer Konzentration interferieren oft. Es ist daher am sichersten, 
mmer Destillate der Probe zu verwenden. Sollte der N-Gehalt des Destillats 
die Reichweite der Methodik iibersteigen, wird ein aliquoter Teil desselben 
genommen (vgl. 8S. 249). 


Lésun Jen. 


1. Na-Hypobromit, n/500. Von einer n/10 Stammidésung werden 
20 bis 25cem (je nach dem Titer derselben) genommen, mit 25 ccm etwa 
2 n Na, CO, versetzt und auf | Liter verdiinnt. Diese Lésung ist unmittelbar 
nach der Zubereitung nicht ganz titerfest. (Nach 1 Tag sinkt ihre Starke 
sehr langsam. Ist mehrere Wochen lang verwendbar. Wird in einer 
dunklen Flasche aufbewahrt.) 


' NH; reagiert stéchiometrisch mit Hypobromit nur zwischen px 8,5 


bis 9. Bei héherer Alkaleszenz Abweichungen bis zu 8 
2 Genauere Angaben hieriiber werden an anderer Stelle veréffentlicht. 
2 lug 0.001 me. 


i7* 
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Die Stammlésung, n/10 NaBrO: 5g NaOH werden in ungefi 
800 cem H,O geldst, 8g 2.5cem tliissiges, reinstes Brom werden 
kleinen Portionen unter Schiitteln zugesetzt, bis sich alles Br, gelést hi 
Danach wird auf | Liter aufgefillt. Diese Losung ist. wenn sie an ein 
kiihlen Platz aufbewahrt wird, Monate lang haltbar. 

2. Naphthylrotlésung, n/2500. Man mischt in aufgezaihliter Reihenfol 

60 ccem konz. Essigsaéure (rein), 

7.5. .,  Phosphorsaéure, 80° ig.. 
E. «. konz. H Cl, 

17 einer frisch bereiteten 0,1 ° ig. L6sung von Naphthylrot 

in konz. Essigsaure, 

Aqua dest. zu 1000 cem. 

Naphthylrot (Benzol-azo-z-naphthylamin), in den letzten Jahren 
azidimetrischer bidikator verwendet, kann von Kahlbaum bezogen werde: 
Die fertig gemischte Lésung verliert bisweilen etwas an Starke, indem eins 
unbedeutende braune Fallung entsteht. In solchen Fallen wird sie vo: 
der Benutzung filtriert. Eime ganz frisch zubereitete Lésung gibt mitunte: 
bei der Verwendung einen schwach braunlichen Umschlag; dieser ver 
schwindet,. wenn die Lésung einige Tage alt ist. Die Lésung ist un 
begrenzte Zeit haltbar, wenn mgn von der unbedeutenden Abschwachung 
die das Abfiltrieren eines eventuellen braunen Niederschlags zur Folge 
hat, absieht. 2ceccem angesiuertes n/500 NaBrO sollen etwa_ 10 cen 
Naphthylrotlésung entfarben. 

3. Bromwasserstof/fsdure, 5°,. Aus konz. 25”, HBr wird eine Ver 
diinnung | : 5 hergestellt; 0,5 cem derselben entsprechen 3 cem n/10 NaOH 
Es la8t sich zwar auch Salzsiéure von entsprechender Starke verwenden 
HBr ist jedoch besser. 

4. Ammoniumsulfatlésung. Zur Bestimmung des N-Faktors. det 

Naphthylrotlésung. Eine Stamml6ésung. enthaltend 0.4716¢g  reinstes 
Ammoniumsulfat pro Liter, wird auf 1: 10 verdiinnt. Von der verdtinnte: 
Lésung ist 1 cem 10 wg NH,-N. 
5. Wasser, das zu Verdiinnungen bei Titrationen usw. verwendet 
wird, muB frei von Ammoniak sein. Nach Folin erhalt man solches leicht 
indem man jedes Liter Wasser wenigstens 5 Minuten mit einigen Gram 
‘Permutit schiittelt. Gew6dhnliches destilliertes Wasser, das im Laboratoriu 
gestanden hat, gibt oft bedeutende Fehlerwerte. 

Die Titration. Die ammoniakhaltige, neutrale oder sehr schwach 
saure Probe oder das Destillat, das ein Volumen von 5 bis 15 ccm 
haben soll, wird entweder in der Destillationsvorlage (vgl. die Be- 
schreibung des Destillationsverfahrens) oder nach dem Einfiillen in 
einen 35- bis 50-ccm-Kolben mit genau 2,00 ccm Na-Hypobromit 


(bequem aus einer Automatpipette) versetzt. Wahrend des Zusetzens 
wird leicht geschiittelt. Nach '/, bis einigen Minuten wird mit 0.5 ccm 
H Br angesaiuert. Die Probe wird noch etwa '/, Minute stehengelassen 
und dann unter leichtem Schiitteln mit der Naphthylrotlésung titriert 
bis eine schwache Rosafarbung eintritt, die wenigstens 10 Sekunden 


bestehen bleibt. Der Umschlag in der vollstandig farblosen Fliissig 
keit in den schwach rosafarbigen Ton, wenn die Titration beendigt 
ist, kann mit einiger Ubung beinahe noch auf 0,02 ccm erzielt werden 
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Es ist zu vermeiden, die Probe direktem Sonnenschein auszusetzen 
Glaskugeln oder kleine Uhrglaser aut den Kolbenmiindungen schiitzen 
vor Staub usw. in der Zeit zwischen den Manipulationen. Sehr wichtig 
st, daB die Titration nicht zu rasch ausgefiihrt wird. Die 10 ccm- 
Birette, ablesbar aut 0,01 cem, welche die Naphthylrotlésung enthalt, 
soll mit einer so teinen Spitze versehen sein, daB bei véllig geétfnetem 
Hahn die Ablaufzeit von 10 ccm 60 bis 70 Sekunden betragt (vgl. 
fabelle VI). Die Titrierkolben miissen, nachdem sie eine Zeit verwendet 
worden sind, mit Alkohol und danach sorgfaltig mit Wasser ausgespilt 
werden. Ub rhaupt soll wihrend der Operationen die gréBte ,,chemische 
jseptik’’ beachtet werden. 

Blindproben miissen immer parallel mit einer Analysenserie aus- 
vefiihrt und genau wie diese behandelt werden 

Berechnungen. Die Blindprobe verbraucht x ccm, die Ammoniak- 
probe y ccm Naphthylrot. 

ug NH;-N (a y) of 
f, der N-Faktor, bezeichnet die Anzahl ug N, welche 1 ccm Naphthylrot 
entsprechen. / wird dadurch bestimmt, da eine Probe mit 1 ccm 


Ammoniumsulfatstandard ( 10 ug N) + Wasser (verbraucht e ccm), 
10 


sowie ein Blindversuch (4 cem) gemacht wird. Man erhalt / 
lcem genau n/2500 Naphthylrot soll 1,87 wg N entsprechen 

Fehlerquellen. Auf die Titration selbst wirken oft Verunreinigungen, 
wie unreine Kolben, Staub usw., ein. Eine seltener auftretende Fehler- 
quelle beruht auf einer in der Naphthylrotlésung entstandenen, leichten 
Fallung, diese 1a8t sich aber durch Filtrieren leicht entfernen. 

Der EinfluB von Variationen der Analysebedingungen wird spater 
behandelt. 

Ein Umstand, der Irrtiimer herbeifiihren kann, ist, daB, falls 
NH, in UberschuB im Verhaltnis zum Hypobromit vorhanden sein 
sollte, dieses eigentiimlicherweise nicht vollstandig reagiert. Im Gegen- 
teil, je gréBer der UberschuB an N Hg, desto mehr Na BrO bleibt un- 
verbraucht zuriick, und der folgende Naphthylrotverbrauch (vgl 
Tabelle I) kann demnach geringere NH,-Mengen vortiuschen. Weib 
man nicht sicher, ob die NH,-N-Menge unter das N-Aquivalent der 
verwendeten Fliissigkeiten faillt, mu man einen Doppelversuch machen 
mit z. B. der halben oder doppelten Menge Substanz oder aliquoten 
Teilen des Destillats. Weist die Titration grdéferer Probemengen einen 
veringerten N-Gehalt auf, so liegt eine zu grofe Probemenge vor, und 


diese mu dann reduziert werden. 

Die Fehlergrenzen fiir die direkte NH,-Analyse sind ungefahr 
1 bis 2°,; fiir die destillierte Probe etwa 3 bis 4°, (vgl. Tabelle | 
und II). 





— 


bestimmt werden. wenn das Volumen 5cem nicht 
wendung von n/2000 Naphthylrot in einer 25 cem- 
n/400 NaBrO erweitert sich das Verwendungsgebiet bis auf 50 ug N. 


I ete i oe Bi wR 











T. Teorell: 


Man kann selbstverstandlich eine andere Naphthylrot- oder Hy; 
bromitkonzentration verwenden. Noch mit n/3500 Naphthylrot! kann ma: 
tropfensichere Umschlage bei Titrierungen von Volumina 
Durch Verwendung von 0,4 ccm n/500 Na Br O (oder eines gréBeren Volums 
eines schwacheren Na BrO mit n/50 Sodalésung als Verdiinnungsfliissigk: 
und n/2500 Naphthylrot in einer 2ccem messenden, genauen Mikrobiirett 


» 


kénnen Werte innerhalb des Gebietes 0,2 bis 2 ug N mit guter Genauigk: 


Destillationsverfahren. 


Der Destillationsapparat, der mit Vakuum und Wasserdampf b« 
ungefahr 30° arbeitet, ist eine Modifikation des Apparats von Parnas- 
Wagner, der friiher in dieser Zeitschrift beschrieben worden ist?. 

Bei 
stellte sich heraus, daB alle Gummi- und Korkverschliisse, allen Vi 


einer Priifung des Parnas-Wagnerschen 


kehrungen zum Trotz, Substanzen abgaben, welche die Hypobromit- 
reaktion hochgradig st6érten. Aus diesem Grunde wurde der hier benutzte 








Dampferzeuger, 1'', Liter (mit 
Wasserkolben. 
Steigrohr (eingeschliffen 


Dreiweghahn 


Destillationskolben (eingeschliffen 12. Triehter 
Tropfenfanger 13. Vorlag 
lrichter. 


ithalt 12cem Naphthylrot-Eisessiglésung in 


schriebenen Sféuremischung. 
Diese Zeitschr. 152, 1, 1924; 155, 249, 1925; 173, 224, 


iibersteigt. 


Originalapparats 
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\pparat bis auf eine einzige Gummiligatur ausschlieBlich aus Glas 
(Jenaer Normal, Firma R. Grave, Stockholm) hergestellt. Die Einzel- 
heiten des Apparats sind aus Abb. | ersichtlich. 


Der Kolben 1 ist zur Halfte mit H,PO,-saurem Wasser gefiillt, das zu 
lebhaften Kochen (Siedesteine!) gebracht wird. Der Dreiweghahn 4 steht 
ffen, von | direkt in die Luft. dabei ist die Leitung nach dem Destillier 
kolben geschlossen. In die Vorlage 13 werden etwa 2cem ungefah: 
n/200 H(©1 gegeben. Der Kolben 5 wird entweder direkt nach Heraus 
nahme aus dem Apparat oder durch Trichter 7 mit der Probe 5 eem 
Volumen) gefilllt. Dann werden 2 ccm fliissiges Paraffin zur Vermeidung 
eines Schaumens des eiweiBhaltigen Materials zugesetzt und danach 4 ccm 
ausgekochte, gesattigte Boraxlésung als Alkalisierungsfliissigkeit (px 9,2 
nach Parnas). Die Haéhne 7 und 12 werden geschlossen, der Drei 
weghahn 11 so gestellt, daB eine kraftige Wasserstrahlpumpe mit ein 
geschaltetern Hg-Manometer mit dem Apparat verbunden wird. Wenn dieser 
evakuiert ist, so daB das Manometer 20 héchstens 30 mm zeigt, wird der Dampf 
hahn 4so0 gedreht, daB der Dampf in den Destillierkolben 5 hineinstrémt 
Man Offnet langsam und vorsichtig, bis der Inhalt im Kolben 5 ins Kochen 
gekommen ist, und reguliert den Dampfhahn, so daB sich der Kolben 5 in 
der Hiand warm anfihlt, d. h. 30. héchstens 40°. (Die definitive Einstellung 
des Hahnes 4 ist gut reproduzierbar. Ein kleiner, am Hahn angebrachtet 
Zeiger rit dazugehoriger Skale, die am Hahngehause befestigt ist. er 
leichtert jede Neueinste!lung.) Der Hahn 9 wird so gedreht, daB die Konden 
sattropfen aus dem Kiihler ruckweise passieren und vor dem Hahn stehen 
bleiben. Dadurch wird auch ein maBiges Brodeln ohne Gefahr eines 
Verlust bringenden Spritzens in der Vorlage 13, trotz intensiven Siedens 
im Destillierkolben 5, erzielt. (Hahn © ermdglicht die Regulierung det 
Temperatur in der Vorlage und im Destillierkolben relativ unabhangig 
reandert 


voneinander. Ist Hahn richtig eingestellt, braucht er selten 
Zu werden. ) 


1 


Nach einer Destillation von 10 Minuten sind 10 bis l5ccem in die 
Vorlage ibergegangen., und damit pflegt in der Regel die Destillation be 
endigt zu sein. Diese wird nun unterbrochen: Hahn 4 wird nach dem 
Apparat hin geschlossen. der Vakuumhahn 11 fiir Zutritt von Luft gedffnet, 
so daB er nach der Vorlage zu geschlossen ist. Unmittelbar darauf wird det 
Trichterhahn 7 langsam geéffnet. so da®B Luft einstr6mt. Die Vorlage wird 
losgelést und in der Spitze des Kiihlrohres vorhandene Tropfen werden 
mit etwas Wasser aus dem Trichter 12 hinuntergespiult Man titriert dann 
direkt in der Vorlage oder iiberfahrt den Inhalt in einen kleinen Kolben 

, 


\{m bequemsten sind mehrere austauschhbare, eingeschliffene Vorlage 


kolben. ) 


Hahn 4 darf nicht eingefettet werden, sondern wird jedesmal mit 
Wasser ..geschmiert*‘, das in den kurzen Luftzweig des Hahnes hinei 
gespritzt wird. Die iibrigen Hahne und Schliffe werden mit einer 
liinnen Schicht Vaselin tiberzogen. 


, 


Das Auffiillen von Wasserdampfkolben 1 geschieht aus dem Kolben 2, 
ler durch den hier hinunterstr6menden Dampf warm geworden ist 


Fehlerquellen. Beim Destillationsverfahren ist die gew6hnlichste 


Fehlerquelle die, daB der Destillationskolben zu kalt gehalten wird 





1 2 Teorell : 


Dadurch geht das Ammoniak nicht in 10 Minuten iiber. Man handhab: 
den Dampfhahn 4 so, daB der Destillationskolben warmer ist als Zimme: 
temperatur, was man am einfachsten durch Befiihlen mit der Han 


kontrollieren kann. Das Dampferreger-wasser kann bisweilen stérend: 
Stoffe enthalten. Die Gummiverbindungen, auch in der Vakuum 
leitung, miissen méglichst kurz sein und in Vaseline gekocht werden 


Beleganalysen und Erfahrungen iiber den Einflu®8 von Variationen der 
Analysenbedingungen, 


Beleganalysen. In Tabelle I ist das Resultat aus direkten Be 
stimmungen an verschiedenen Mengen reiner (NH,).S0O,-Lésunge: 
zusammengestellt. Die beilaufige Fehlerbreite betragt maximal 2° 
Tabelle II zeigt das Resultat aus den Untersuchungen an denselber 
Ammoniumsulfatmengen, die einer Destillation nach dem oben ge 
schilderten Verfahren unterzogen wurden. Die mittlere Fehlerbreit« 
ist etwas grOBer, aber immer noch < 5%. Tabelle IIT gibt schlieBlic! 


das Resultat aus einigen Bestimmungen an biologischem Materia! 


wieder. 
Tabelle 1°. 
Titration reiner (NH,),.80O,-L6sungen (gemaB der beschriebenen 
so 4 


Methodik). 





: Naphthyl- (b e) N-Faktor (b e) Differenz ug N Differenz \] 
ug N rot ge- be- 


weleg . : g shat *# (gef. - ber.) ge (gef.- ber.) weichung 
vorgelegt € funden funden rechnet funden** ug N 


ecm ecm ecm cem 


gve- 


Blind- | 9,50* = 
versuch | 9,63 _ 


2.50 7,92 1,65 - 0,03 2.46 0.04 
7,89 1,68 - 0.00 2! _ 0.01 


5.00 6,28 3,29 3,3! 0,06 Af 0.09 
6.25 3,32 3.3% 0,03 96 0.04 


7,50 4.45 5,12 ; 5,0% + 0,09 6 + 0,14 
4,54 5,03 5,0: + 0,00 0,01 


2.85 6.72 71 i 0.01 a L O.0 
2.74 6,83 71 - 0,12 10,2 + 0,2 


1,21 8.36 - 0.03 2! 0.0 
1.00 8.57 O18 2,3 + 03 


14,0 (1,20) 
30,0 (6,20!) 
N-Faktor (Mittel). . . . . 1491 Mittlere Abweichung 
* Mittel = 9,57 b. 


** N-Faktor = 1,491. 


1 In dieser und den folgenden Tabellen sind verschiedene. ungefiah: 
n/600 Na BrO- und n/3000 Naphthylrot-lésungen verwendet worden. 
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Tabelle J] 


Titration von Destillaten aus (NH ,).580,4-L6sungen. 





Naphthyl- (b e , 





ig N rot (b t “ Differenz ug N** Differenz Al 
rgelegt e gefunden rechnet ** gel = gefunder get ber veichung 
vorgeleg i gefun - 
een ecm eem cm 
Blind- | 9,70* 
versuch |) 9,75 
250 | 7,94 179 168 +011 267 +017 +68 
8,15 1,58 1,68 0,10 2,36 0,14 5,6 
5.00 6.50 3,23 3,35 0,12 4.81 — O19 3.8 
6,25 3.48 3,35 + 013 5.19 + O19 +38 
7.5 4.75 4.98 5.03 0.05 7.43 0.07 0.9 
4,63 5,10 5.03 0,05 7,60 0,10 + 1.3 
10,00 2,90 6,83 6,71 t+ O12 10,2 +- (),2 +2 
2,80 6,93 6,71 + 0,22 10,3 + 0.3 ) 
b Mittel: 9,73 
N-Faktor berechnet nach Tabelle I 1.49 
Tabelle Ill. 
ug N mg N Ha-N Bemerkungen 
= 5) 1.78 0,089 | Menschenblut, direkt in Borax 
biut 2 com ‘ ‘ 
1.86 0.093 | 1ufgenommen 
Organsuspension 1: 10 
10 cem Destillat ; 9,91 24,8 } 
A r 997 | leem Suspension destilliert 
? ” ” . 4.54 ne Destillat auf 25cem verdiinnt 
eee ” ° 4.56 22.8 
lcem Organ. susp. 1:10) 1,91 19.1 
S m >», ateee 4.02 20,1 


Die Zusammensetzung der Naphthylrotlésung ist durch folgendes 
motiviert : Die Essigsaure ist notwendig, um das Naphthylrot in Losung 
zu halten und um einen farblosen Umschlag zu erlangen. Dazu ist 
fernerhin eine recht gro8e Sauremenge erfcrderlich. Diese ]aBt sich 
indes nicht durch Vermehrung der Essigsiuremenge erzielen, denn in 
gréBeren Mengen reagiert diese merkbar mit Na BrO. Den erforder- 
lichen Sauregrad erhalt man deshalb durch Zusatz einer anderen Saure, 
lie nicht mit Hypobromit oder Naphthylrot reagiert, und zwar HgPQ,. 
Der Zusatz von HCl (oder HBr, das streng genommen besser ist) 
dient dazu, den UberschuB an Bromidionen zu liefern, der nétig zu 
sein scheint, wenn die Reaktion glatt verlaufen soll. Weitere Bromid- 
ionen erhalt man beim Ansaéuern mit HBr vor der Titration, dabei 
wird auch ein Teil Br, aus dem Bromat frei gemacht, das immer in 


einer Hypobromitlésung vorhanden ist. 
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Unter einer Reihe anderer Farbstoffe, die erprobt wurden, ist 
Neutralrot wasserléslich, es reagiert in ahnlicher Weise wie die saur: 
Naphthylrotlésung, gibt aber keinen ganz so giinstigen Umschlag. 

Der Zeitverlauf bei der Na BrO-Einwirkung (Tabelle IV). Es scheint 
eine augenblickliche Oxydation von NH, stattzufinden. Eine fort 
gesetzte Einwirkung des alkalischen NaBrO scheint keine sichere: 
Veranderungen herbeizufiihren. Man braucht daher mit der Zeit fiv 
die Einwirkung des Hypobromits nicht so genau zu sein, !/, bis 3 Minute: 
sind geniigend. 

Tabelle 1V. 


EinfluB der Einwirkungsdauer von NaBrO und HBr. 





Minuten mit Blindversuch WW ug N lO ug N 
verbrancht 
NaBr 0 H Br cn een 1 
0 0 19,23 3,62 6.61 
0 If, 10,20 3.60 6.60 
0 3 10.08 3.55 6.53 
1/, 0 10,16 3,40 6,76 
: 2 M/, 10,20 3.45 6,75 
1/, 3 10.08 3.45 6.63 
3 0 10,16 3,39 6,67 
3 } 
3 3 10.08 3,37 6.71 


Nach dem Ansduern mit H Br darf man (Tabelle IV) die Probe 
nicht langer als '/, bis 1 Minute stehenlassen. 
Die H Br-Menge soll, wie aus der Tabelle V hervorgeht, konstant 


gehalten werden. Der steigende Naphthylrotverbrauch bei gréBeren 


H Br-Zusaétzen 14Bt sich wahrscheinlich daraus erklaren, daB Brom it 
immer gréBeren Mengen aus dem Bromat frei gemacht wird, das infolg: 


einer Autooxydation in der Hypobromitlésung vorhanden ist 


Tabe lle V. 


EinfluB verschiedener H Br-Mengen beim Anséuern vor der Naphthylrot 
titration. 





' a a . 10 ug N 
; H Br Blindversuch 10 ug N verbraucht Bemerkungen 
ecm eem ecm eem 
0 9,22 2,76 6,46 
0,2 9,79 3,13 6,66 
0.5 * 10.06 3,35 6,71 
1.0 10.34 3.54 6.80 Nachbleichung 
9 ye 0 > | Starke Nachbleichung 
2.0 10, 4, 6,5 } unseharfer Umschlag 


= 3,0 eem n'10 NaOH 


Die Titrationsgeschwindigkeit (vgl. Tabelle VI) spielt merkwiirdige: 


weise eine bedeutende Rolle, was vermutlich darauf zuriickzufiihren ist 
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Tabelle VI. 


nfluB der Titrationsgeschwindigkeit Blindversuch mit Titration von 
2cem n 600 NaBrO mit etwa n 3000; Naphthylrot. 





trationuszeit Naphthylrot trationszeit N thvly 
15 10.40 75 10.08 
39 10,22 120 QR 
60 19.10 150 9 70 
lafB es sich bei der Einwirkung von Na BrO Br, auf Naphthylrot um 


mehrere Prozesse handelt, die mit verschiedener Geschwindigkeit ver- 
aufen. Dieser Umstand als Fehlerquelle wird vollstandig oder 
vleichf6rmig dadurch ausgeschaltet, indem man eine langsame Zusatz- 
geschwindigkeit anwendet, wie in Tabelle I bewiesen ist. (10 cem 


flieBen in den dort wiedergegebenen Versuchen in 60 bis 70 Sekunden ab). 


Zusammenfassung, 

Es wird eine Methode zur titrimetrischen Bestimmung von NH, 
Stickstoffmengen 0.001 bis 0,020 mg beschrieben. 

Das Prinzip der Methode ist die Oxydation von NH, mit einem 
UberschuB von schwach alkalischem Na-Hypobromit jund die Be- 
stimmung des Cberschusses durch Titration mit einer sauren Lésung 
von Naphthylrot (Benzol-azo-z-naphthvlamin). 

Es wird eine detaillierte Beschreibung der Methodik und ein be- 
sonderes Destillationsverfahren zur Bestimmung von NHg in biologi- 
schem Material gegeben. 

Es werden Beleganalysen mitgeteilt und eine Reihe Ertahrungen 
liber Einzelheiten der Methodik besprochen. 








Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber den Kolloidalen 
Zustand von Cholesterin, Cholesterin-ester und Lecithin. 


VII. Mitteilung: 


Uber Tautomerie des Cholesterins. 


Von 


Ivor Remesow. 


(Aus der Abteilung fiir physikalische Chemie und Elektrochemie des 


Staatlichen Instituts fiir arztliche Fortbildung in Leningrad 


(Eingegqangen am 17. Mdrz 1952.) 


Die Erérterung der katalytischen Eigenschaften des Cholesterins 
(vgl. sechste Mitteilung) tiberzeugte mich, daB das Cholesterinmolekiil 
einen Peroxydbau haben mu, was den Gedanken einer méglichen 
Tautomerie von Cholesterin nahelegte. Die vorliegende Untersuchung 
wurde zur Klérung dieser Frage angestellt. Wenn man eine Tautomerie 
des Cholesterins annimmt, so muB zwischen den beiden tautomeren 
Formen von Cholesterin ein bestimmtes Gleichgewicht bestehen: es 
miissen also in jedem Augenblick beide Formen vorliegen. Voraus- 
setzung fiir die Erreichung des Gleichgewichtszustandes ist natiirlich, 
daB das System ausreichend Zeit zur Einstellung besitzt. Bei det 
‘Reaktion eines im Gleichgewicht befindlichen tautomeren Cholesterin 
paares mit einem dritten Kérper hangt demnach der Verlauf des chemi 
schen Vorganges sowohl von der Lage des Gleichgewichts als auch von 
seiner EKinstellungsgeschwindigkeit, sowie von der Geschwindigkeit 
der Reaktion ab. Wenn die Geschwindigkeit, mit der sich das Tauto 
merengleichgewicht einstellt, sehr klein ist, so ist es méglich, die beide: 
tautomeren Formen nebeneinander darzustellen (Desmotropie). 


Diese Uberlegungen fiihrten mich zur vorliegenden Arbeit, welche 


einen Versuch darstellt, die vermuteten tautomeren Formen des Chole 
sterins zu trennen. Es wurden folgende Versuche angestellt : molekular 


disperses, chemisch-reines, festes Cholesterin (Werck) wurde innerhalb 


verschiedener Zeitdauer der Wirkung von ultravioletten Strahlen aus 
gesetzt, jede bestrahlte Cholesterinfraktion wurde auf ihre katalytischet 
Kigenschaften hin (Reaktion von Remesow) gepriift, neben den tibrige: 


qualitativen Reaktionen auf Cholesterin (Reaktion von Salkowski 
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on Liebermann-Burchardt) und Oxycholesterin (Reaktion von Lif- 
chiitz). Die Geschwindigkeit sowie die Intensitat des Eintritts der 
xydasereaktion im Vergleich mit Kontrollfraktionen von unbestrabltem 
‘holesterin dienten zur Entscheidung der Frage, welche von den beiden 
automeren Formen des Cholesterins dabei vorherrscht Auberdem 
wurde versucht, beide tautomeren Formen quantitativ durch Digitonin- 


illung des bestrahlten Cholesterins darzustellen. 


Methodik. 


Zur Cholesterinbestrahlung verwandte ich eine Analysenquarzlampe 
Modell Original Hanau), wobei die Bestrahlung teilweise mit. teilweise ohne 
Filter ausgefiihrt wurde. Als Filter diente ein Schwarzglastilter von Hanau 
Nickeloxydglas). Die Entfernung zwischen der Lampe und dem Cholesterin 
betrug l2em. Die Dauer der Bestrahlung war folgende: 15, 30, 60, 120, 
240 Minuten. Um das Cholesterin in verharztem Zustande zu erhalten, 
wurde dasselbe mehrmals von 4 bis 6 Stunden bestrahlt. In allen Fallen 
wurde der Jestrahlhung reines, dreimal umkristallisiertes, molekular-dis 
perses, festes Cholesterin ausgesetzt, welches erst nach der Bestrahlung 
gelést (Chloroform pur. de Haen) wurde. Die kolloidalen Lésungen des 
Cholesterins wurden nach Remesow bereitet, auch wurden die festen Pra- 
parate des kolloidalen Cholesterins der Firma von Heyden erprobt.  Aller- 
dings wirken die ultravioletten Strahlen auf den kolloidalen Zustand von 
Cholesterin vernichtend. Zur Fallung des bestrahlten Cholesterins wurde 
eine 1°, ige, heiBe. alkoholische Lésung von Digitonin angewandt Die 
Digitoninfallung erfolgte nach der iiblichen Methode von Windaus Der 
Niederschlag wurde mit absolutem Alkohol peinlichst gewaschen und durch 
Dekantierung entfernt. Alle Cholesterinproben wurden auf folgende 
feaktionen gepriift: auf Oxydasereaktion (Reaktion von Remesow mit 
p-Diaminen, wobei in einigen Fallen auch eine gesattigte, wasserige Losung 
von z-Naphthol an Stelle von p-Toluylendiamin angewandt wurde); fernet 
wurden die iiblichen qualitativen Reaktionen von Salkowski, Liebermann 
Burchardt und die Reaktion von Lifschitz auf Oxycholesterin herangezogen. 


Ergebnisse. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle I und II angegeben. Zunachst 
bringe ich die Ergebnisse meiner Versuche mit der Cholesterinbestrahlung 
ohne Filter. Wie die Versuche zeigten, zerstéren die ultravioletten 
Strahlen das kolloidale Cholesterin: weitere Versuche mit demselben 
wurden daher unterlassen. Es handelt sich also im weiteren nur um 
Versuche mit molekular-dispersem Cholesterin. 

Nach einer kurzdauernden Bestrahlung (etwa 15 Minuten) zeigt 
das Cholesterin eine auBerordentlich scharfe Oxydasereaktion: diese 
Erscheinung wachst mit der Dauer der Bestrahlung, um_ bei der 
0 miniitigen Cholesterinfraktion ihr Maximum zu_erreichen Bei 
weiterer Bestrahlung nimmt die Oxydasereaktion ab, und bei einer 
Bestrahlung von 4 und mehr Stunden verschwindet sie vollkommen. 


Die Lésungen zeigten eine graue Farbung. Interessant erscheint eine 
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Zusammenstellung dieser Resultate mit dem Verlauf anderer Reak 
tionen auf Cholesterin. Die Reaktionen von Liebermann- Burchardt un 
von Salkowski erscheinen in allen Fraktionen des bestrahlten Chok 
sterins positiv mit Ausnahme von verharztem Cholesterin. Die Reaktior 
von Lifschitz auf Oxycholesterin erscheint erst nach zweistiindige: 
Bestrahlung, zunachst zwar noch sehr undeutlich, wird aber bei weitere: 
Bestrahlung ganz klar. 

Vom Standpunkt der Cholesterintautomerie glaube ich dies: 
Ergebnisse wie folgt erklaren zu kénnen. Unter Einwirkung der ultra 
violetten Strahlen beginnt eine Desmotropie bzw. die Veranderung des 
tautomeren Gleichgewichts zugunsten der tautomeren Form, welche: 
ich den Peroxydbau und katalytische Eigenschaften zuschreibe. Dem 
entsprechend erhéht sich die Intensitat der Oxydasereaktion. Mit 
der Dauer der Bestrahlung nimmt offenbar dieser desmotropische Proze\3 
zu bis zu dem Moment, wo die Umwandlung des Cholesterins in Oxy 
cholesterin beginnt. Diese Umwandlung tritt erst nach zweistiindige: 
Bestrahlung ein (Beginn der positiven Reaktion von Lifschiitz). Dies 
Oxycholesterinfraktionen zeigen keine katalytischen Eigenschafte: 
mehr (die Oxydasereaktion tritt nicht mehr ein). Die wirksame tauto 
mere Form ist offenbar verschwunden bzw. umgelagert worden. 

Die Versuche mit der Bestrahlung von Cholesteriden mit filtrierten 
ultravioletten Licht ergaben einen bedeutend schwicheren Effekt (Ta 
belle I). Es handelt sich also in diesen Versuchen um einen spezifische: 
Photoeffekt: durch das angewandte Schwarzglasfilter (Nickeloxvd 
wurden die Strahlen in der Weise filtriert, daB nur der Ultraviolett- 
bereich zwischen 400 und 300 mu durchgelassen wurde, wobei det 
Hauptteil auf die Linie bei 366 my entfiel. Der mit diesem Strahlen 
biindel erhaltene Effekt laBt darauf schlieBen, daB fiir den untersuchten 
Fall die Strahlen der anderen Wellenlangen von gréBerer Bedeutung 
sind. Die Versuche mit der Digitoninfallung (Tabelle Il) bezweckten 
wie schon gesagt, eine Trennung der beiden tautomeren Formen von 
Cholesterin. Bei Betrachtung dieser Versuche muB ich eine auffallend« 
Tatsache feststellen: alle Filtrate des bestrahlten, quantitatiy durch 
Digitonin gefallten Cholesterins, welche, wie man erwarten miifte, kein 
Cholesterin mehr enthalten sollten, zeigten eine aufergewdhnlich stark 
Oxydasereaktion, welche an Starke alle bisherigen gepriiften Reaktionen 
auf Cholesterin mehrfach iibertraf. Dabei erfolgte diese Reaktion noch 
deutlich bei Verdiinnung des gewonnenen Filtrats im Verhaltnis 1 : L000 
Das Cholesterindigitonid, welches den Niederschlag bildete, zeigte auch 


eine sehr schwache, 6fters vollkommen negative Oxydasereaktion 


Im tbrigen (der Verlauf der Oxydasereaktion in Abhangigkeit von det 
Dauer der Bestrahlung) stimmen die Daten dieser Versuche mit den 
vorhergehenden iiberein. 
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Alle erhaltenen Ergebnisse liefern meiner Meinung nach einen 
vewissen Beweis fiir die Existenz der von mir vermuteten Tautomerie 
les Cholesterins und lésen andererseits, wie es scheint, die Autgabe, 
lie beiden Tautomeren voneinander zu trennen. In den eben erérterten 
Versuchen wird offenbar die katalytisch unwirksame tautomere Form 
les Cholesterins im Niederschlag gebunden (Cholesterindigitonid). Die 
iktive, katalytisch wirkende Form, welche meinen friiheren Arbeiten 
zufolge einen Peroxydbau zeigen sollte, blieb im Filtrat und hatte 
was sehr bemerkenswert ist, nicht die fiir Sterine charakteristische 
Kigenschaft, durch Digitonin gefallt zu werden! 

Auf Grund der ausgefiihrten Versuche scheint es mdglich, das 
Bild der Cholesterintautomerie in folgender Weise darzustellen: zwei 
tautomere Formen des Cholesterins liegen in einem Gleichgewicht vor 
wobei eine von denselben katalytisch inaktiv, die andere aktiv wirken 
soll. Ich nehme fiir das katal ytisch unwirksame Tautomere des Chole 
sterins eine ,,Enolform*’ an, und bezeichne sie als ,,Cholesterinenol” 


welches die unten gezeigte Konstitutionsformel besitzt 


HCOH CH 
Ubrigens dirfte auch clieses Cholesterinisomere, vor Standpunkt det 


von mir vermuteten Tautomerie aus. eine etwas andere Strukturforme!l 
besitzen 


COH CH, 


Dann erhalt das andere katalytisch wirksame Tautomere den schon 
von mir erwahnten Peroxydbau; seine Konstitutionsformel wird als 


,.Ketoform*™ oder ,,Ketocholesterin™ folgendermaBen aussehen 


' Die in einigen Fallen beobachtete positive, wenn auch schwache 
Oxydasereaktion mit dem beschriebenen — .,Cholesterindigitonid’’-Nieder 
schlag, muB offenbar auf Spuren des nicht vollstandig durch Waschung 
entfernten katalytisch wirkenden Filtrats zuriickgefiihrt werden 
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Die O-Anlagerung bzw. der Peroxydbau dieses ,,Keto‘‘-lsomere: 
verursacht offensichtlich die beschriebenen katalytischen Eigenschaft« 
des Cholesterins. 

Es ist hier nétig, auf einen Faktor hinzuweisen, welcher in meins 
Versuchen nicht unberiicksichtigt bleiben darf. Es handelt sich um dik 
Wirkung des Ozons, welches bei Ultraviolettbestrahlungen in der Luft 
bildet wird. Molinari-Feneroli!, welche die Ozonwirkung auf Cholesteri: 
untersuchten, sind zum Ergebnis gekommen, da Cholesterin dabei neben 
seiner manifesten Doppelbindung noch eine zweite maskierte Doppe! 
bindung enthalte, die erst bei Behandlung mit Ozon durch Anlagerung 
desselben zutage tritt. Die Autoren stellen diesen ProzeB folgende: 
maBen dar: 


CH C H—O 
CH CH—O 


Die weiteren Untersuchungen von Fiirth-Felsenreich? konnten aller 
dings diese Angaben nicht bestatigen, obwoh] sie fanden, daB bei Bromierung 
das Dihydrocholesterin Brom als leicht dissoziable Anlagerung physikalisch 
chemischer Art auftzunehmen vermag. 

Zur Entscheidung, inwieweit die Ozonwirkung in meinen Versuchen 
beriicksichtigt werden muB, wurden von mir einige Kontrollbestim 
mungen mit Cholesterinbestrahlung in Stickstoffatmosphare bei eine: 
Dauer von 30 und 60 Minuten angestellt. Hierzu wurde das Cholesterin 
in ein luftdicht verschlossenes Reagenzglas aus Quarz gebracht. Mittels 
zweier Ableitungsréhren wurde das Reagenzglas bestandig mit Stickstoff 
gefiillt. Die katalytischen Eigenschaften des auf solche Weise be 
handelten Cholesterins stimmten vollkommen mit denen des an det 
Luft bestrahlten Cholesterins tiberein. Allerdings laBt sich dabei be 
merken, daB die Filtrate nach der Digitoninfallung eine gegeniibe: 
allen vorhergehenden auBerordentlich starkere katalytische Wirkung 
'(Oxydasereaktion) zeigten. Aus diesen Versuchen kann man als: 
keinen direkten Hinweis erblicken fiir die mégliche Ozonwirkung aut 
die tautomere Umwandlung des Cholesterins. 

Ferner méchte ich noch auf die Arbeiten von Gunnar Bli2? ein 
gehen, die die Frage der Cholesterinoxydation durch molekularen 
Sauerstoff beriihren. Bei Aeration des kolloidalen Cholesterins konnt« 
slix folgendes feststellen: ,,die Beimischungen, welche fest am Cholesterin 
gebunden sind, bewirken katalytisch die Oxycholesterinbildung*. Die 
Versuche zur Abtrennung dieser ,,Beimischungen* gelangen nicht 
Die katalytische Wirkung dieser ,,Beimischungen“ bezeichnet li. 
vom rein kolloid-chemischen Standpunkt als eine Art von Peptisierung 


! Molinari-Feneroli, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 2785, 1908. 
2 Fiirth-Felsenreich, diese Zeitschr. 69, 135, 1915. 
3 Gunnar Blix, Biochem. J. 22, Nr. 5, 1313, 1928. 
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Diese Arbeit von Gunnar Blix scheint mit sehr interessant, wenn 


man seine Ergebnisse vom Standpunkt der Cholesterintautomerie 


betrachtet. Die ,,untrennbaren Beimischungen® von Bliz stellen 
otfensichtlich das katalytisch wirkende ,,Keto‘’-Tautomere des Chole 
sterins dar. Interessant ist auch die von ihm gefundene Tatsache der 
Cholesterinoxydation durch molekularen Sauerstoff. 


Zusammenfassung. 


1. Ultraviolett-Bestrahlung des Cholesterins erhéht in gewisser, 
von der Dauer der Bestrahlung abhangiger Weise die katalytische 
Wirkung desselben. Die Bestrahlung mit filtriertem Ultraviolett 
(Wellenlange zwischen 400 bis 300 my) ruft einen viel schwacheren 
Effekt hervor. 

2. Die durch Digitonin gefallten, bestrahlten Cholesterinfraktionen 
zeigen folgendes: katalytische Wirkung wird hauptsachlich im Filtrat 
(welches kein Cholesterin mehr enthalten sollte) festgestellt ; der Nieder- 
schlag zeigt fast keine katalytischen Eigenschaften. 

3. Die Bestrahlung in Stickstoffatmosphare ergibt dieselben 
Ergebnisse, nur ist die katalytische Wirkung des Filtrats nach der 
Digitoninfallung noch starker. 

4. Das iiberbestrahlte Cholesterin, welches hierbei in Oxychole- 
sterin iibergeht, verliert seine katalytischen Eigenschaften. 

5. Auf Grund dieser Ergebnisse kann man schlieBen, daB das 
Cholesterin in zwei tautomeren Formen vorkommt, die miteinande 
im Gleichgewicht stehen. 

6. ,,Enolform“ (Cholesterinenol), welche katalytisch unwirksam ist 
und ,,Ketoform® (Ketocholesterin, Cholesterinperoxyd), welche die 
katalytischen Eigenschaften des Cholesterins verursacht, werden durch 
entsprechende Konstitutionsformeln charakterisiert. 

7. Das katalytisch wirksame Ketotautomere bildet sich unter 
Einwirkung ultravioletter Strahlen auf Cholesterin und wird durch 
seine Unfallbarkeit mit Digitonin und durch seinen Peroxydbau charak- 
terisiert. 

8. Die Bestrahlung des Cholesterins mit nicht filtrierten ultra 
violetten Strahlen scheint einen Weg zur Trennung der Cholesterin 
tautomeren zu bieten. 








Bedeutung der Gallensiure im Kohlenhydratstoffwechsel. 


XVI. Mitteilung: 


Glykogenbildung im Muskel durch Gallensiure und innersekretorische 
Hormone. 


Von 
Kanzi Fuziwara. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama.) 


(Eingegangen am 20. Mdrz 1932.) 


In der vorigen Mitteilung! habe ich bereits gezeigt, daB die Gallen 
siure bei der Glykogenbildung in der Kaninchenleber zum Adrenalin 
antagonistisch und mit dem Insulin synergistisch wirkt. Diese Wirkung 


der Gallensdure tritt bei parenteraler sowie peroraler Zufuhr in gleiche: 
Weise auf. Die Wirkung der Gallensaure bei peroraler Zufuhr hat 
Fuzita® durch eine Reihe von Untersuchungen festgestellt. 


Friiher hat Misaki® beobachtet, daB bei parenteraler Zufuhr vor 
Gallensiure die Glykogenbildung im Kaninchenmuskel im allgemeinen 
gefordert wird. Obwohl wir noch keinen zuverlassigen Beweis fiir dis 
Zirkulation von Gallenséure im Organismus haben, besteht doch kei: 
Zweifel mehr dariiber, daB bei dem durch Gallensteine oder Tumoren i: 
der Umgebung des Gallenweges hervorgerufenen Stauungsikterus meh 
_oder weniger Gallensaure im ikterischen Blut enthalten ist und irgendeine: 
EinfluB auf den Kohlenhydratstoffwechsel ausiibt. 

Der Kohlenhydratstoffwechsel wird bekanntlich durch chemisch: 
Hormone, wie Insulin und Adrenalin, reguliert, deren Wirkung mit c: 
Funktion des vegetativen Nervensystems in innigem Zusammenhang 
steht. Wie bereits in der vorigen Mitteilung erwahnt wurde, ist die Wirkuny 
der Gallensiure mit der Funktion des vegetativen Nervensystems eng 
verkniipft und steht zu der anderer Hormone in einem antagonistische! 
oder synergistischen Verhaltnis. Daher ist es wichtig, den EinfluB de 
Gallensiure mit oder ohne andere Hormone auf die Glykogenbildung in 
Muskel zu erforschen, weil nach vielen Autoren, wie Szilard4, Rosenthal 


(. Fuziwara, J. of biol. Chem. 15, 179, 1932. 

.. Fuzita, ebendaselbst 12, 383, 1930. 

Y. Misaki, ebendaselbst 8, 235, 1927. 

. Szilard, diese Zeitschr. 173, 440, 1926. 

’. Rosenthal, L. Wislicki u. H. Pommernelle, Schmiedebergs Arcl 


1927. 
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ind Katayama’, die Gallensdaure im allgemeinen Kreislauf vorhanden 
ein soll. 

Was die Glykogenbildung der Leber bei experimentellem Stauungs 
kterus anbetrifft, so zeigte NS. Okamura? an Kaninchen,. daB die Givkogen 
jildung der Leber im Anfangsstadium des Stauungsikterus zunimmt, 
waihrend sie im spéteren Stadium nachlaBt, und weiter, daB diese herab 
vesetzte Glykogenbildung durch Zufuhr von Gallensiure wieder jibe 
normal wird. Aus diesen Ergebnissen hat er den SchluB gezogen. daB die 
m spateren Stadium herabgesetzte Glykogenbildung auf dem Mangel an 
Gallensiure im Organismus beruht. Die Leber reguliert bekanntlich die 
ihr zuflieBende Kohlenhydratmenge und stellt, wenn die Kohlenhydrate 
n der Nahrung fehlen, aus anderen Materialien Zucker her. Wenn plotzlich 
sehr groBe Glucosemengen zur Aufnahme gelangen, reicht die glykogen 
hildende Kraft der Leber zu ihrer Bewaltigung nicht aus, und es kommt 
zur Zunahme des Blutzuckers. Diese Regulationskraft der Leber wird 
durch verschiedene Hormone und durch die Funktion des vegetati'ven 
Nervensystems stark beeinfluBt. Daher ist es unbedingt notwendig. gleich 
eitig die Glykogenbildung der Leber und den Zuckerspiegel im Blut zu 
untersuchen, wenn man den EinfluB der Gallensaéure mit anderen Hormonen 
auf die Glykogenbildung im Muskel klarstellen will. 


Daher untersuchte ich unter parenteraler Zufuhr von Gallensadure 
mit anderen Hormonen gleichzeitig den Glykogengehalt der Leber 
und des Muskels und den Zuckerspiegel. Andererseits studierte ich 


dabei den EinfluB der Gallenséiure auf die Wirkung des glykogen- 


mobilisierenden Phlorrhizins hinsichtlich der Glykogenbildung im 
Muskel. 
Experimenteller Teil. 
Zum Versuch wurden kriaftige Kaninchen von mdglichst gleichem 
Kérpergewicht verwendet, die 1 bis 2 Wochen lang mit Okara gefiittert 
worden waren. Zunachst muBten alle Kaninchen 4 Tage lang hungern. 


Als Kontrolle wurden einer Gruppe dieser Kaninchen 3 ccm einer 50°, igen 
Glucoselésung pro Kilogramm Korpergewicht in die Ohrvene injiziert. 

Der zweiten Gruppe wurde | Stunde nach der subcutanen Zufuhr von 
3cem einer 1°,igen Cholatlésung pro Kilogramm Korpergewicht diesel be 
Menge Glucoselésung intravenés einverleibt. Der dritten Gruppe wurde 
| Stunde nach der subcutanen Zufuhr von ?/, Einh. Insulin pro Kilogramm 
Korpergewicht ohne oder mit 3ecm 1° ,iger Cholatlésung 3 cem Glucose 
losung intravendés eingespritzt. Der vierten Gruppe wurde | Stunde nach 
der subecutanen Zufuhr von 0,3cem einer 0,1°,igen Adrenalinchlorid- 
losung pro Kilogramm Korpergewicht ohne oder mit 3 cem 1°, iger Cholat 
lésung 3cem Glucoselésung intravenés gegeben. Der letzten, fiinften, 
Gruppe von Kaninchen wurde | Stunde nach der subcutanen Zufuhr von 
1) cem einer 0,2 g Phlorrhizin (pro Kilogramm K6rpergewicht ) enthaltenden 
5° igen Sodalésung ohne oder mit 3cem 1°,iger Cholatlésung 3 cem 
Glucoselésung intravenés gegeben. Vor und nach der Zuckerzufuhr wurde 
nach bestimmten Zeiten der Blutzuckergehalt aller Kaninchen mittels 
der Bangschen Methode bestimmt. 4 Stunden nach der Zuckerzufuhi 


1 J. Katayama, Arch. of intern Med. 42, 914, 1928. 
2 S. Okamura, Arb. d. Med. Univ. Okayama 2, 471 u. 505, 1931. 
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wurden alle diese Kaninchen durch Verblutung getétet und Leber und 
Muskel (vom Oberschenkel oder Riicken) schnell herausgeschnitten. Die 
Leber oder der Muskel (30 g) wurden in einem Morser schnell zu Brei zet 
rieben und davon eine bestimmte Menge abgewogen. Davon wurde der 
Glykogengehalt nach der in der vorigen Mitteilung angegebenen Methode 
bestimmt. 

Wahrend des Versuchs wurde streng darauf geachtet, daB die Zeit 
vom Tode bis zu der des Kochens des Breies mit Alkali zwecks Glykogenolyse 
immer die gleiche war. 


1. Parenterale Zufuhr von Glucose. 


Nach Tabelle I betrug der Glykogengehalt der Leber 1,0817 bis 
1,4476°,, durchschnittlich 1,3384°,, und der des Muskels 0,093. bis 
0,315°,, durchschnittlich 0,226°,. Der Blutzuckergehalt erreichte 
schon 5 Minuten nach der Zuckerzufuhr das Maximum, blieb 30 Minuten 
lang ziemlich hoch und kehrte dann fast zum Anfangswert zuriick 


2. Parenterale Zufuhr von Glucose mit Cholsdure. 

Nach Tabelle II betrug der Glykogengehalt der Leber 1,1642 bis 
2,3135°,, durehschnittlich 1,7517°,, und der des Muskels 0,095 bis 
0,650 °%,, durchschnittlich 0,260°,. Es wurde also der Glykogengehalt 
der Leber durch Zufuhr von Cholséure durchschnittlich um 30,88°,, 
und der des Muskels um 15,05°, vermehrt, wenn man ihn mit dem bei 
Zufuhr von Zucker allein vergleicht. 

Der Zuckergehalt des Blutes war im Vergleich mit dem bei der 
Kontrolle schon von Anfang an nach der Zuckerzufuhr niedriger und 
nach 3 bis 3'/, Stunden unternormal. Es ging also die vermehrte 
Glykogenbildung der Leber und des Muskels mit der Herabsetzung des 
Blutzuckergehaltes fast parallel. Danach ist die Hypoglykamie bei 
Zufuhr von Cholsiure der die Glykogenbildung férdernden Wirkung 
der Cholsiure zuzuschreiben. Diese férdernde Wirkung tritt bei der 
Leber viel stirker als beim Muskel zutage 


3. Parenterale Zufuhr von Glucose und Insulin ohne oder mit Cholsdure. 


Nach Tabelle IIla belief sich bei Zufuhr von Glucose und Insulin 
der Glykogengehalt der Leber auf 1,2624 bis 2,0130°,, durchschnittlich 
auf 1,6899°,, und der des Muskels auf 0,094 bis 0,325°,, durchschnittlich 
auf 0,233 %,. 

Der Blutzuckergehalt wurde hierbei im Vergleich. mit dem bei 
Zufuhr von Glucose ohne oder mit Cholsiure von Anfang an herab- 
gesetzt, und diese Herabsetzung war 3 bis 3'/, Stunden nach der Zucke1 
zufuhr viel starker als die bei Zufuhr von Glucose mit Cholsiéure 

Was den Glykogengehalt der Leber anbetrifft, so war dieser bei 
Zufuhr von Glucose mit Insulin viel kleiner als der bei Zufuhr von 
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Glucose mit Cholsaure, und mit dem Glykogengehalt des Muskels 
verhielt es sich genau wie mit dem der Leber. 


Der Glykogengehalt der Leber war bei Zufuhr von Glucose und 
Insulin gr6Ber als der bei Zufuhr von Glucose allein, wahrend der des 
Muskels in diesem Falle keine merkliche Verainderung zeigte Die 
Glykogenbildung der Leber wurde im Vergleich mit der bei Zufuhi 
von Glucose allein durch Zufuhr von Glucose mit Insulin um 26,26°, 
und die des Muskels um 3,09°, gesteigert. Die in der Leber und im 
Muskel glykogenbildende Kraft der Cholséure ist viel starker als die 
des Insulins. Soweit die Wirkung des Insulins zurzeit erklarbar ist. 
besteht ihr Wesen in der Beschleunigung des gekoppelten Prozesses 
von Zuckerverbrennung und Glykogensynthese, wobei die Zucker- 
verbrennung vorherrschen soll, wahrend die Gallenséure hauptsachlich 
den ProzeB der Glykogensynthese fordert und den Zuckerverbrennungs- 
prozeB hemmt. Die schwache Glykogenbildung in Leber und Muskel 


bei Zufuhr von Insulin im Verhaltnis zur Herabsetzung des hyper- 


glykamischen Wertes beruht auf der durch das Insulin gesteigerten 
Zuckerverbrennung. 


Der Glykogengehalt der Leber bei Zufuhr von Glucose mit Insulin 
und Cholséure betrug, wie aus Tabelle III b zu ersehen ist, 1,2852 bis 
» durehschnittlich 1,9874°,, und der des Muskels 0,129 bis 
0,405°,, durchschnittlich 0,244°,. Der Blutzuckergehalt wurde hierbei 
im allgemeinen etwas starker als bei Zufuhr von Glucose mit Insulin 


‘ ( 
2.5770 i o 


herabgesetzt. Diese Herabsetzung des hyperglykaimischen Wertes trat 
besonders im Anfangsstadium nach der Zuckerzufuhr zutage. 


Die Glykogenbildung der Leber wurde im Vergleich mit der bei 
Zufuhr von Glucose allein durch Zufuhr von Glucose mit Insulin und 
Cholséure um 48,49°,, und die des Muskels um 7,96°,, gesteigert. Danach 
wirkte hinsichtlich der Glykogenbildung der Leber die Cholsaiure mit 
dem Insulin synergistisch, wie dies nach Taku! auch bei der hypo- 
glvkamischen Wirkung der Fall war, wahrend bei der des Muskels 
diese Wirkung der Cholsaure mit Insulin nicht deutlich war, sondern 
heide vielmehr antagonistisch zueinander zu wirken schienen. 


Es ist also die glykogenbildende Kraft der Cholsaéure sowohl in 
der Leber als auch im Muskel viel starker als die des Insulins. Diese 
starkere glykogenbildende Kraft tritt beim Muskel besonders deutlich 
in Erscheinung. Dieser Unterschied zwischen den beiden Wirkungen 
der Cholsaure und des Insulins riihrt wohl von dem Vorherrschen det 
die Zuckerverbrennung heschleunigenden Wirkung des Insulins her. 


1 4. Taku, J. of Biochem. 9, 299, 1928. 
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4. Parenterale Zufuhr von Glucose und Adrenalin mit oder ohne Cholsdur: 


Nach Tabelle IVa betrug der Glykogengehalt der Leber be 
Zufuhr von Glucose mit Adrenalin 0,6164 bis 0,8063°, durchschnittlic! 
0,7249°,, und der des Muskels 0,041 bis 0,220. durchschnittlich 
0,104. 

Der hyperglykamische Wert des Blutzuckers lag hierbei viel héhe: 
als der bei Zufuhr von Glucose allein, und die Hyperglykaimie dauerte 
viel langer als die bei alleiniger Glucosezufuhr. Dieser héhere, lang 
anhaltende Blutzuckerwert bei Zufuhr von Adrenalin war natiirlich 
durch die glykogenmobilisierende Wirkung des Adrenalins bedingt 
weil den Kaninchen eine groBe Menge Adrenalin zugefiihrt wurde 
Es wurde so die Glykogenbildung der Leber im Vergleich mit der bei 
Zufuhr von Glucose allein durchschnittlich um 45,83°, und die des 
Muskels um 53,97°, herabgesetzt. 

Diese herabgesetzte Glykogenbildung trat am Muskel viel deutliche: 
als an der Leber auf. Dies beruht héchstwahrscheinlich darauf, dai 
die Glykogenbildung im Muskel mehr vom sympathischen Tonus be 
einfluBt wird als die der Leber, und das Adrenalin wirkt bekanntlich 
auf den Sympathicus stark reizend. Diese Beziehung wurde von Miki! 
aufgezeigt, indem er fand, daB die die Glykogenbildung im Muske! 
férdernde Wirkung der Gallensiure durch Splanchnikotomie ohne 
Ausnahme deutlich zutage trat. 

Was den Glykogengehalt der Leber und des Muskels bei Zufuhi 
von Glucose mit Adrenalin und Cholséure anbetrifft, so beliet sich 
nach Tabelle IV b der erstere auf 0,8622 bis 1,2035°,, durchschnittlich 
auf 1,0241°%,, und der letztere auf 0,081 bis 0,165°,, durchschnittlich 
auf 0,125°,. Der Zuckergehalt bei Zufuhr von Glucose mit Adrenalin 
und Cholséure war im allgemeinen viel kleiner als der bei Zufuhr von 
‘Glucose mit Adrenalin, besonders 3 bis 4 Stunden nach der Zufuhi 
von Cholsaure. Auf den Blutzucker wirkt also die Cholsaure gegen das 
Adrenalin, was bereits Taku? festgestellt hat. Es wurde die Glykogen 
bildung der Leber bei Zufuhr von Glucose mit Adrenalin und Chol 
saure im Vergleich mit der bei Zufuhr von Glucose allein durchschnittlich 
um 23,47°, und die des Muskels durchschnittlich um 44,69°, herab 
gesetzt. 

Die Glykogenbildung der Leber bei Zufuhr von Glucose mit 
Adrenalin nimmt also durch weitere Zufuhr von Cholsaure viel starke1 
als die des Muskels zu, obgleich es sowohl in der Leber als auch im 
Muskel zum Antagonismus zwischen der Wirkung der Cholséure und 
der des Adrenalins kommt. Die Herabsetzung der durch Adrenalin 


1 7’. Miki, diese Zeitschr. 247, 459. 1932. 
2 4. Taku, J. of Biochem. 9. 299, 1928. 
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KK. Fuziwara: 


hervorgerufenen Hyperglykamie ist wohl hauptsachlich auf die ver 
mehrte Glykogenbildung in der Leber zuriickzufiihren. 

Der Unterschied zwischen der Herabsetzung in der Glykogen 
bildung in der Leber und der im Muskel scheint dadurch bedingt zu 
sein, daB die Glykogenbildung im Muskel viel weniger durch die auf 
den Sympathicus lihmend wirkende Gallenséure beeinfluBt wird als 
die in der Leber und die zugefiihrte Cholsiure, wie Bayer! behauptet 
hat, hauptsachlich in die Leber gelangt. 

5. Parenterale Zufuhr von Glucose und Phlorrhizin ohne oder mit Cholsdure 

Nach Tabelle Va betrug der Glykogengehalt der Leber bei Zufuh: 
von Glucose mit Phlorrhizin 0,2835 bis 0,6058°,, durchschnittlich 
0,4491°,. und der des Muskels 0,041 bis 0,136°,, durchschnittlich 
0,097°). Es wurde also die Glykogenbildung der Leber bei Zufuh: 
von Glucose mit Phlorrhizin im Vergleich mit der bei Zufuhr von 
Glucose allein durchschnittlich um 66,44°, und die des Muskels durch 
schnittlich um 57,08°,, herabgesetzt. 

Die Glykogenbildung sowohl in der Leber als auch im Muskel 
nahm durch Zufuhr von Phlorrhizin stark ab, wahrend der Zucker 
gehalt des Blutes dabei fast derselbe wie der bei Zufuhr von Zuckei 
allein blieb. Bekanntlich steigert das Phlorrhizin die Durchlassigkeit 
der Niere fiir Zucker. Daher ist die herabgesetzte Glykogenbildung 
der Leber und des Muskels bei Zufuhr von Phlorrhizin auf die glykogen 
mobilisierende Wirkung und die die Ausscheidungsschwelle des Zuckers 
herabsetzende Wirkung dieser Substanz zuriickzufiihren. Die durch 
Phlorrhizin herabgesetzte Glykogenbildung tritt an der Leber viel 
stirker als am Muskel auf, wahrend bei der Adrenalinwirkung genau 
das Umgekehrte der Fall ist. 

Daraus geht hervor, daB sich die glykogenmobilisierende Wirkung 


des Adrenalins mehr im Muskel und die des Phlorrhizins mehr in der 
Leber entfaltet. Nach Tabelle Vb betrug der Glykogengehalt der 


Leber bei Zufubr von Glucose mit Phlorrhizin und Cholsaure 0,3416 
bis 0,8674°,, durchschnittlich 0,6691 und der des Muskels 0,086 bis 
0,213°,, durchschnittlich 0,126°,. Was im Vergleich mit dem Glykogen 
gehalt bei Zufuhr von Glucose allein eine durchschnittliche Verminderung 
des Glykogengehaltes der Leber um 50,07°,, und des Muskels um 44,24° , 
bedeutet. Es wurde also die durch Phlorrhizin herabgesetzte Glykogen 
bildung in der Leber sowie im Muskel durch Zufuhr von Cholsaure fast 
in gleichem Grade wieder gesteigert. Doch war diese Steigerung nicht 
so stark wie bei Zufuhr von Cholsdure allein. Aus diesen Resultaten 
geht hervor, daB die Cholsiure bei der Glykogenbildung in der Leber 
und dem Muskel zum Phlorrhizin antagonistisch wirkt, welch ersteres 


' G. Bayer, diese Zeitschr. 18, 215, 1908. 
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Sekitoo' festgestellt hat. Was den Blutzuckergehalt bei Zufuhr von 
Phlorrhizin und Cholséure anbetrifft, so wurde er viel niedriger als de: 
bei Zufuhr von Phlorrhizin allein gefunden. Diese Herabsetzung des 
Blutzuckers ist wohl nur der Wirkung der Cholsiéure zuzuschreiben, 
indem der Zucker fiir die Glykogenbildung in der Leber und im Muskel 
verbraucht wurde. 

Zusammenfassung. 

1. Die die Glykogenbildung fordernde Wirkung der Cholsaéure 
tritt nicht nur an der Leber, sondern auch am Muskel zutage. Doch 
ist diese Wirkung der Cholséure in der Leber viel starker als im Muskel. 
Die experimentell durch Zufuhr von Glucose erzeugte Hyperglykaimie 
wird, wie dies viele Autoren festgestellt haben, durch Zufuhr von 
Cholsaure herabgesetzt. 

2. Die glykogenbildende Kraft der Cholséure ist sowohl in der 
Leber als auch im Muskel viel starker als die des Insulins, wahrend 
es sich hinsichtlich der die kiinstliche Hyperglykamie herabsetzenden 
Kraft gerade umgekehrt verhalt. 

3. Bei der Glykogenbildung in der Leber sowie im Muskel und bei 
der Herabsetzung der kiinstlichen Hyperglykamie wirkt die Cholsaure 
mit dem Insulin synergistisch, und diese bei der Glykogenbildung mit 
Insulin synergistische Wirkung der Cholséure ist in der Leber viel 
ausgesprochener als im Muskel. 

4. Bei der Glykogenbildung in der Leber und im Muskel wirkt die 
Cholsaure zum Adrenalin antagonistisch, und diese antagonistische 
Wirkung tritt in der Leber viel deutlicher als im Muskel zutage. Die 
Cholsaure setzt die experimentelle Hyperglykamie herab, wahrend, 
wie bereits bekannt, das Adrenalin sie steigert. Die durch Adrenalin 
verursachte Herabsetzung der Glykogenbildung ist im Muskel viel 
starker als in der Leber. 

5. Die Cholsture wirkt bei der Glykogenbildung der Leber zum 
Phlorrhizin antagonistisch, und die kiinstliche Hyperglykamie wird 
durch das Phlorrhizin nicht veraéndert, wahrend sie durch die Cholséure 
herabgesetzt wird, was bereits von vielen Autoren nachgewiesen worden 
ist. Diese antagonistische Wirkung bei der Glykogenbildung tritt auch im 
Muskel auf, und zwar in der gleichen Starke wie in der Leber. Die die 
Glykogenbildung herabsetzende Wirkung des Phlorrhizins ist in der 
Leber viel starker als im Muskel, wahrend es sich mit der des Adrenalins 
genau umgekehrt verhalt. Aus allen diesen Ergebnissen geht hervor, 
daB das Adrenalin vorherrschend das Glykogen im Muskel mobilisiert, 
das Phlorrhizin dagegen das in der Leber. 


1 T. Sekitoo, Arb. d. Med. Univ. Okayama 1, 183, 1928/30. 
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Schwankungen des Blutkalkspiegels beim fastenden Menschen. 


Von 
Ragnar Nicolaysen. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Oslo.) 
(Eingegangen am 22. Marz 1932.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Kalkstoffwechsel ist standig Gegenstand eingehenden Studiums, 
ind zahlreichen Faktoren schreibt man Wirkung auf den Blutkalk zu. 
Von diesen haben einige eine betrachtliche und sichere Wirkung, z. B. das 
Parathyrin, das Vitamin D, sowie Kalk- und Phosphatinjektionen 
Andere Faktoren verursachen viel geringere Schwankungen, so z. B 
Kalkzufuhr per os, Blutungen, ultraviolette Bestrahlung, gallensaure 
Salze usw. Stimmungswechsel bei psychopatischen Zustanden beim 
Menschen sollen ebenfalls Schwankungen bewirken kOnnen (7). Wenn 
man etwas aus den geringeren Schwankungen schlieBen will, miissen 
diese selbstverstandlich auBerhalb der Grenzen eventueller Normal- 
schwankungen liegen, sonst kann das Material nur Aufschlisse auf 
statistischem Wege geben. 

Bei mehreren unserer Versuchstiere liegen Mitteilungen uber Tages 
sechwankungen vor (1) (2). Beim Menschen dagegen liegen keine Mitteilungen 
iber einen verainderlichen Blutkalkspiegel vor. Glaser (4) findet den Serum 
kalk den ganzen Tag hindurch konstant, und Peters und van Slyke (6) geben 
an, da®B sich bei ein und demselben Individuum unter physiologischen Be 
dingungen der Blutkalkspiegel auBerordentlich konstant halt. Nichts 
destoweniger entnimmt man Analysen, die in der Literatur, 2. B. bei 
Félling (3), mitgeteilt werden, daB der Blutkalkspiegel beim Fasten bei ein 
ind demselben Individuum von Tag zu Tag um etwa 1,5 mg-°,, schwanken 
kann. Im eigenen Serum habe ich von Zeit zu Zeit schwankende Werte 
von 9 bis 10,6 10,7 mg 


finden kénnen. Es war daher von Interesse. 


Biochemische Zeitschrift Band 248. 19 
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die Schwankunyen zu bestimmen, die bei derselben fastenden Perso: 
von Stunde zu Stunde vorkommen kOnnen, auBerdem die Maxima 
schwankungen von Tag zu Tag und den Unterschied bei zwei fastende: 
Personen zur selben Tageszeit. 


Versuchspersonen waren der Verfasser und ein gesunder Medizinstudent 
Der letztgenannte lebt mit kalkreicher Kost, der Verfasser mit kalkarme: 
Eine Ausnahme hiervon wurde etwa |4 Tage vor Versuch 3 gemacht, wi 
als Zulage zu der gewOhnlichen Kost 2 bis 3g Calciumlactat genomme: 
wurden. Vier Versuche begannen um 7 Uhr morgens und dauerten bi 
16 Uhr. Dabei wurde von der Abendmahlzeit des vorhergehenden Tage 
an bis zum Schlu8 des Versuchs keine Nahrung oder F liissigkeit ein 
genommen. Wahrend der Versuchszeit wurde die iibliche Laboratoriums 
arbeit ausgefiihrt oder gelesen. Um zu sehen, wie sich die Schwankunge1 
im Laufe des Tages verhielten, wurden zwei Versuche gemacht ab 20 Uh: 
30 Minuten, etwa !/, Stunde nach der Abendmahlzeit bis 17 Uhr 30 Minuter 
des niachsten Tages. Auch hier wurde wahrend des Versuchs kein 
Nahrung oder Fliissigkeit eingenommen. Abgesehen vom Aufwecken zu: 
Probeentnahme schliefen wir nachts und arbeiteten den Tag iiber. Dir 
Blutproben wurden peripheren Venen entnommen. Die Ca-Analyser 
wurden in ©0.lcem Serum nach Nordbés Methode (5) ausgefiihrt. Di 
Tabelle zeigt samtliche Doppelanalysen mit einer maximalen Abweichung 
von + 3”... 
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Wie man sieht, kann sich der Blutkalkspiegel beim Fasten konstant 
halten (Versuch 2), aber er kann sich auch bei derselben Person im 
Laufe des Tages bis Zu 2 mg-°,, andern. Die Schwankungen sind un 
regelmaBig, und die Werte vom vorhergehenden Abend, also kurz nach 
der Nahrungsaufnahme, zeigen auch keine Abweichung von den anderen 
Proben. Die Maximalschwankungen von Tag zu Tag bei derselben 
Person kénnen 2,5 bis 3 mg-°, betragen (8,5 bis 11,5 mg-°,). Es ist 
jedoch wahrscheinlich, daB die Kalkzulage in der Kost in der Zeit vor 
Versuch 3 die Steigerung in der ersten Probe bewirkt hat. In diesem 
Versuch, wo die Werte betrachtlich héher liegen als gewéhnlich, findet 
auch, im Gegensatz zu den anderen Versuchen, eine gleichmabig« 
Senkung im Laufe des Tages statt. 
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Schwankungen des Blutkalkspiegels 











Tabhe lle /. 
Versuchsperson: I I I! 
y Versuch: 1 2 ; ‘ 
Ca Ca Ca Ca 
mg- mg-” my mg 
» | 9,0 9.3 11,6 9,7 
: 9,0 9.1 11,4 9.4 
10! 9.8 93 11,1 8.6 
9.6 94 11,4 8.4 
igh | 9,6 9,1 10,6 95 
? | 9.9 96 10.6 96 
igh | 9,4 9.5 10,2 10,9 
\ 9,2 9.6 10.3 10.6 
Tabelle 11 
Versuchsperson: | Il Versuchsperson: | II 
Zeit Versuch: 5 6 walt Versuch: 5 
la (a (a ta 
mg- mg-° mg mg 
, 9,2 9,4 aie § 92 8.6 
2Nb30 } = ’ Sh: } ve ed 
20°30" | 91 9.6 830" | 95 86 
ane S.6 8.9 8.7 Q7 
I3h30 | ’ VJ 3 } O,¢ v,é 
2530" | 8.6 8.7 11630" | 9'0 96 
any 9,0 9,2 { 98 94 
Db3n | ; ~ h3Q J, ‘ 
me | 8.9 9.3 wy | 10.1 9.2 
snag | 9,3 8,7 wna | 9,4 9,8 
5830" 9.4 8.6 17830" 7 93 10.1 
Literatur. 
1) Dupré u. Semeonoff, J. of biol. Chem. 94, 341, 1931 2) Fischer 


Arch. f. 


1925. 


exper. Pathol. u. 
Scand. 71, 
5) Nordbé, diese Zeitschr. 246, 460, 1932. 
Quant. Clin. Chem. London 1931. 7) 
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Zur Bestimmung der einzelnen fixen Basen, 
besonders des Magnesiums, im Harn. 


Von 
Ragnar Nicolaysen. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Oslo.) 


(Eingegangen am 22. Mdrz 1932.) 


In einer im Druck befindlichen Arbeit hat der Verfasser (3) dis 
einzelnen fixen Basen im Harn ermittelt. Er hat, da es notwendig wai 
nur kleine Harnmengen zu verwenden, folgendes Verfahren angewandt 


Na und K wurden nach Félling (1) bestimmt. In diese Na + K-Be 
stimmung wurde die Ca- und Mg-Bestimmung eingeschoben: 5cem Harr 
5cem Ammoniak (5 Vol.-°,,) werden in einem Zentrifugenglas gemischt 
und Ca und Mg-Phosphat abzentrifugiert. Nach beendigter Fallung wird 
zur Na + K-Analyse abpipettiert. Der Rest der dariiberstehenden Fliissig 
keit wird abgesaugt. Der Niederschlag wird in so wenig wie mdéglich vet 
diinnter Salzsiure unter Kochen gelést. Dann wird | Tropfen Methylrot 
zugesetzt und mit Ammoniumoxalat auf ein Volumen von etwa 5cem aut 
gefiillt, so daB die Oxalatkonzentration etwa '/,°., betragt. Dann folgt 


Neutralisation mit verdiinntem Ammoniak auf ein pr 4.8 bis 5(5). Das 


Ca-Oxalat wird abzentrifugiert, nach zweistiindigem Stehen wird nochma|s 


zentrifugiert, die Fliissigkeit wird in ein Becherglas abgegossen, der Niedet 


schlag mit 6 bis 7 cem 
zentrifugiert und das Waschwasser in dasselbe Becherglas abdekantiert 
Im Zentrifugenglas wird die Ca-Analyse genau nach R. Nordbds (4 


Methode ausgefiihrt. Die Fallung von Ca in kiinstlichem Harn (Salz 


mischung 
einer Konzentration von 50 mg-°,, verhindert die Fallung nicht. 

Im Becherglas wird das Mg unter Erwarmen zum Kochen in ammoniak: 
lischem Milieu mit Oxychinolin gefallt, wie bei Aoltoff(2) beschrieber 


Es ist jedoch wichtig, wahrend der Fallung zu schiitteln. 
quantitativ, dagegen stets nach 10 Minuten. Vo. 


nach 5 Minuten nie 
Bedeutung ist 
als '/s5, mol., verhindert 
die Konzentration ist. desto schneller geht 
wurde nach Koltoffs Vorsehrift verfahren: Filtration durch ein Wattefilt: 


ferner die Ammoniumsalzkonzentration; ist diese mel 
sie die quantitative Fallung, und je niedrig 
die Fallung. Im iibrig 


0,2°.ig. Ammoniumoxalat gewaschen, nochmal: 


Harnstoff) geht quantitativ. Citronenséurezusatz bis zu 


Die Fallung is' 
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iit darauffolgendem Waschen, Zuriickspiilen in das gleiche Becherglas mit 
tn Salzséure und Titration mit n/100 Bromat und Thicsulfat 


Die Genauigkeit geht aus folgenden Tabellen hervor 





Analysen mit reinen MgCl.- 





Lisungen, 0,35 mg Mg in jeder Mg-Analysen in Harn 
Probe 
0,32 mg oe ) 0,19 mg 
. “Ope 
0,34, { 0,18 
0,35 —— (0.13 mg 
0,355 mone 2 1619 
0.08 meg 
robe 3 | ni ms 
Probe 1 0.08 
Ca-Analysen in reinen Salz- 
losungen, 0,659 mg Ca in jeder Ca-Analvsen in Harn 


Probe 


0,660 mg 
0,658 
0,655 
0,660 


{ 0,615 mg 


Probe 1 | 0,620 
ie * { 0,50 me 
Probe 2 | 0/50 


Probe 3 | 0,295 mg 
robe o | 0.290 
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Die Reaktion zwischen Zucker und Cyankalium 
in ihren Beziehungen zum Problem der Zuckermodifikationen 
in wisseriger Lésung. 
Von 
Fritz Lippich. 
Deutsche Universitat Prag. 
(Eimgegangen am 22. Mdrz 1932.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die Zucker zeigen ihre echte Aldehyd- bzw. Ketonnatur nicht 
zuletzt durch die direkte Anlagerung von Blauséure unter Cyanhydrin 
bildung. Seit den Untersuchungen von Kiliani (1) und BE. Fischer (2 
ist bekannt, daB diese Reaktion mit reiner Blausdure ungemein trage 
verlauft, durch Zusatz kleiner Mengen von Alkali aber sehr wesentlich 
beschleunigt wird. Rupp und Holzle (3) (4) haben dann dargetan, dai 
bei Verwendung von Cyankalium an Stelle der Blausdure, der Reaktions- 
verlauf bei gréBerer Geschwindigkeit prinzipiell der gleiche ist. Sie 
fanden auch, daB die bis zu einem bestimmten Zeitmoment gebundene 
Blausauremenge sehr stark von der Konzentration der reagierenden 
Bestandteile beeinfluBt wird: schlieBlich aber fiihrt bei geniigend lange: 
Zeitdauer die Reaktion in jedem Falle zum Aufbrauch des einen de: 
heiden Bestandteile. 

In einer Publikation (5) aus einer Abhandlungsreihe, die sich mit 
analytischen Anwendungen der Blausiurebindung befaBt, konnte ic! 
zeigen, da unter identischen Bedingungen, die Konzentration, Re 
aktionsdauer und Temperatur betreffend, das Blausiurebindungs 
vermogen der einzelnen Zucker, Monosen sowohl wie Biosen, ei: 
durchaus verschiedenes ist, daB also die so gebundene Blauséuremeng: 
eine fiir jeden Zucker charakteristische GréBe darstellt. Ich schlu 
daher fiir die letztere die kurze Bezeichnung ,,Blauséurezahl (BLSZ 
vor und definierte diese vom analytischen Standpunkt aus als die i) 


n 10 cem ausgedriickte Blausiuremenge, die von 5g Zucker in 100 cen 
gelést, auf Zusatz von 20 ccm einer etwa n/4 Cyankaliumlésung inner 


halb 10 Minuten bei 19° gebunden wird. Im folgenden wird diese B 
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veichung der Kiirze halber auch fiir die unter anderen Reaktions- 
hedingungen gebundene Blauséuremenge verwendet werden. 

Trotz des rascheren Verlaufs der Reaktion mit Cyankalium wird 
deren Endpunkt je nach den Reaktionsbedingungen erst in Stunden 
und selbst Tagen (4) erreicht, bei jenen der normalen BLSZ. in etwa 
8S Stunden. Gehen wir von der Voraussetzung aus, dab die Bindung 
der Blausiure bzw. des Cyankaliums nur an die freie, ,,aktive’’ Aldehyd 
oder Ketongruppe erfolgt, so kommen hierfiir alle jene Modifikationen 
der Zucker, die innere Ringbildungen oder sonstige Bindungen mit 
EinschluB dieser Gruppen aufweisen, nicht direkt in Betracht, sondern 
erst nach Loésung der betreffenden Bindung. Auf dieser Grundlage 
erschien es modglich, durch quantitative Verfolgung der Zucker-Cyan- 
kaliumreaktion unter verschiedenen Bedingungen, nebst erganzenden 
Feststellungen des optischen Verhaltens, zu Aufschliissen iiber die 
Zuckermodifikationen in wasseriger Lésung zu gelangen 

Mit Riicksicht auf den verhaltnismaBig langsamen Verlauf der 
Reaktion war es von Bedeutung, neben den .,normalen’’ BLSZ., die 
noch durch jene der Galaktose und Mannose ergainzt werden konnten, 
das Verhalten der HCN-Bindung bei ,,momentaner’’, d.h. mdéglichst 
abgektirzter Reaktionszeit zu untersuchen. 

Die Methodik bestand in einer schon seinerzeit (6G) verwendeten 
Destillationsmethode und deren entsprechenden Modifikation zur 
Erzielung einer méglichst kurzen Reaktionszeit (von héchstens 2 Se 
kunden) auf einfachem Wege. Beide, die erstere gegen friiher mit 
einigen Erganzungen und Zusatzen versehen, finden sich im ,,experi 
mentellen*’ Anhang beschrieben. 

Die folgende Tabelle enthalt eine Zusammenstellung der erhaltenen 
Werte. Mit Riicksicht auf die Mannose, die nur in geringer Menge zu 
Verfiigung stand, sind neben den definitionsgemiBben BLSZ. (ent- 
sprechend einem molaren Verhaltnis von Zucker: Cyankalium von 
nahe 5:1, bei den Biosen von nahe 2,5: 1) auch Bestimmungen mit 
lg Zucker (bei etwa Aquimolaritat) wiedergegeben. In der: Tabelle 
bedeutet also BLSZ. die gebundene HCN-Menge in n lO cerm. Der 
zehnte Teil dieser Zahl entspricht der HC N-Menge in Millimol 





BLSZ. fiir 5 ¢ BLSZ. fiir 1 ¢g 
Kohlenhydrat und eine Reaktionszeit von 

10 Min 20 Sek. 2 Sek. 10 Min 2 Sek 
Glucose ; . : 9.1 2.4 OS 1.9 0.12 
Fructose. .... ead 16.8 1.4 4.4 0,27 
Galaktose. . . . . 29,1 10.5 2,9 8,9 
Mannose . , ‘ - 14,6 0.77 
Lactose : ; 3.6 1.2 0.4 


Maltose . ... 5,7 — 
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Diese Zahlen gelten fiir Gleichgewichtsldsungen der Zucker 
Glucose ist in der Anhydrid-, Lactose und Maltose sind in der ge 
wohnlichen Hydratform verwendet. Die ,,momentane™ Bindun: 
betragt mit ziemlicher Annaherung in jedem Falle bei 5g Zucker ! 
bei 1 g Zucker '/,, bis '),, der definitionsgemaBen BLSZ. 

Mit Ausnahme des Rohrzuckers, dessen beide Carbonylgrupper 
durch gegenseitige Bindung festgelegt sind, zeigen alle bisher unter 
suchten Zucker, die ihrer Konstitution nach freie Carbonylgruppen zu 
bilden vermégen, Blausaurebindung (und auch Mutarotation). Demnac! 
sind in den Losungen aller dieser Zucker Formen mit freien Carbony! 
gruppen vorhanden, die wie die ,,momentan‘ eintretende Reaktion 
zeigt, sich mit den Lactolformen am Gleichgewicht beteiligen. Werden 
die ersteren durch das Cyankalium, wenn auch nur zum Teil, weg 
gefangen, so muB die Gleichgewichtsst6rung zu deren Nachlieferung 
aus den Lactolformen so lange fiihren, bis das den Massenverhaltnissen 
entsprechende Ende der Reaktion erreicht ist. Dieser relativ schwierig 
vor sich gehende ProzeB spiegelt sich im zeitlichen Ablauf der Reaktion 
wieder. Die mitgeteilten Zahlen zeigen deutlich, daB die Unterschiede 
in den BLSZ. der verschiedenen Zucker vor allem zuriickgehen miissen 
auf die Unterschiede der entsprechenden Gleichgewichtslésungen im 


10 


Gehalt an offener Carbonylform oder an ,,aktiver‘ bzw. nach einer 
ofter verwendeten Bezeichnung, ,,normaler“, kurz an N-Form, ferner 
auf die Geschwindigkeit, mit welcher diese Formen neu gebildet werden 
und schlieBlich vielleicht auf Verschiedenheiten in deren ,,Aktivitat™ 

Vielfach auf Grund physikalisch-chemischer Untersuchungen und 
anschlieBender Berechnungen ist man zu der Annahme gelangt, dab 
bei den Mutarotationserscheinungen auBer den gewohnlichen beiden 
Lactolformen, den Pyranosen (22), noch weitere Formen_ beteiligt 
. sind (7) bis (14), deren Menge man in der Gleichgewichtslésung in 
einzelnen Fallen berechnet hat, so beim Traubenzucker zu !/o¢ der 
Gesamtglucose [Clifton und Ort (14)], bei der Galaktose zu 12°, [Smith. 
Freeman und Lowry (13)). Beziiglich der Bezeichnung und der Kon- 
figuration dieser Formen besteht keine Einheitlichkeit der Auffassung 
Méglicherweise liegen dies eziiglich bei verschiedenen Zuckern ver- 
schiedene Verhaltnisse vor. Allgemein gelten diese Formen als ,,labil™ 
bzw. ,aktiv. Sehr oft werden sie mit der offenen Carbonylform, also 
mit der N-Form, identifiziert, auf die auch mehrfach Pentamethy! 
und Pentaacylderivate bezogen werden (16) bis (20), hingegen glaubt 
man von anderer Seite auf Grund des Befundes ,,labiler’* Ringformen, 
der y-Formen (21) bis (26) bzw. Furanosen (22), den Begriff der N- Form 
aufgeben zu sollen, was Kiliani (15) gerade mit Riicksicht auf die 
HCN-Bindung zu einer gegenteiligen Bemerkung veranlaBt. Anderer- 
seits werden Griinde ins Feld gefiihrt, die Zuckerformen unter Verzicht 
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iuf die Annahme verschiedener Ringformen, nur vom Standpunkte 
der cis-trans-Isomerie zu betrachten [Haworth und Hirst (11) (12)} 

Diese kurze Zusammenstellung diirfte, glaube ich, geniigen, um 
darzutun, inwieweit bzw. in welcher Richtung die oben mitgeteilten, auf 
einfacher chemisch-experimenteller Grundlage gewonnenen Ergebnisse 
sich bestatigend, erginzend bzw. erweiternd den bisherigen Befunden 
einfiigen. 

Im besonderen sei noch auf das Folgende verwiesen. 

Die beiden oben fiir die ,,Anfangsbindung* der Glucose mitgeteilten 
Werte wiirden einer Konzentration an N-Form in der Gleichgewichts 
lésung von im Mittel 0,26°, entsprechen, welche Zahl nicht allzuweit 
entfernt ist von dem Wert von 0,38°,, der sich aus obiger Angabe von 
Clifton und Ort (14) berechnet, womit diese GréBenordnung der Kon 
zentration der N-Form in der Glucosegleichgewichtslésung bestatigt 
wird. Dagegen ergibt die ,,Anfangsbindung*’ der Galaktose einen 
Gehalt von 1,04°, an N-Form, also etwa '),, des von Smith, Freeman 
und Lowry berechneten Wertes. 

Wenn auch entsprechend der Zeitreaktion zwischen Zucker und 
Cyankalium offenbar nur ein Teil der vorhandenen N-Form gebunden 
wird, wobei unter anderem das Verhaltnis zwischen deren/Konzentration 
und der des Cyankaliums maBgebend ist, so scheint doch die im Ver 
haltnis zur angegebenen Zahl von 12°, auffallend niedrige Anfangs 
bindung der Galaktose auf andere Ursachen hinzudeuten; vielleicht 
auf ,,Aktivitaétsunterschiede’* der N-Formen der einzelnen Zucker, 
oder auf.das Vorhandensein weiterer ,,vierter*’ Formen, wie dies von 
Riiber, Minsaas und Lysche (9) fiir die Galaktose zur Diskussion gestellt 
wurde. Hierauf wird spater zuriickzukommen sein 

Betrachtet man also die Beteiligung von N-Formen am Gleich 
gewicht als feststehend und beriicksichtigt den bekannten EinfluB 
der OH- und H-Ionen auf Gleichgewichts- und mutarotierende Losungen 
so ist es weiterhin von Interesse, die Wirkung von Reaktionsanderungen 
des Milieus auf die Blausiurebindung zu untersuchen. Bei den zunachst 
folgenden Versuchen unter Alkalizusatz handelt es sich um die ge 
wohnliche Versuchsanordnung mit 5g = 27,76 Millimol Zucker und 
rund 5,15 Millimol KCN. Der Zusatz des Alkalis zur Zuckerlésung 
erfolgte unmittelbar vor dem Zusatz des Gemisches zur Cyankalium 
losung. 

Der Guanidinversuch betrifft die freie Base. Wie aus dem ersten 
Versuch ersichtlich, geniigt schon eine relativ geringe Steigerung det 
OH-lIonenkonzentration bzw. Alkalimenge tiber den durch das zugesetzte 
Cyankalium gegebenen Wert hinaus, um eine deutliche Senkung der 
BLSZ. herbeizufiihren. Fiir den Traubenzucker sind die Senkungen 
der BLSZ. nahezu proportional der Alkalikonzentration: aquivalente 
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Zucker Alkali yore a BLSZ. 
‘ mit Alkali ohne Alka! 
Glucose KOH 0,53 8.41 8.78 
” 4,5 7,07 9,00 
e 8.6 5,74 9.07 
” 60,0 0,77 9.20) 
Ba (OH), 4.5 5.70 9.07 
™ (ruanidin 8.4 6.39 9.07 
Aero ese KOH 8,6 5,33 16,98 
Galaktose e 8.6 16,14 29,10 


* Wo nicht besonders bemerkt, gelten die Angaben in Millimol bzw. Millidquivalent: 
. ] 
fiir das ~Reaktionsvolum* von 120 ¢cm. 


Mengen starken Alkalis geben gleichgroBe Senkungen. Auch ein 
starke Steigerung der Alkalikonzentration, tiber die doppelt molaré 
Menge der Zuckerkonzentration hinaus, bringt die BLSZ. nicht ganz 
zum Verschwinden. Bei anderen Monosen ist die Senkung der BLSZ 
unter sonst gleichen Bedingungen im Verhaltnis wesentlich gréBer als 
bei der Glucose; relativ am starksten bei der Fructose. 

Berechnet man fiir die Glucose die der zugesetzten Alkalimenge aqui 
g ab und et! 
mittelt fiir die restliche Zuckermenge auf graphischem Wege (5) die zu 
gehérige BLSZ., so ergeben sich entsprechend den ersten drei Versuchen de 


valente Zuckermenge in Grammen, zieht diesen Wert von 5 


Reihe nach: 8.5, 7,5, 6,2. Diese Werte sind nur um weniges hoéher als jen 
der Tabelle. Zur Ergaénzung sei ein Versuch aus einer Gruppe angefiihrt. 
die spater besprochen werden soll. Auf je 5g@ Glucose wirkten in 70 cem 
3.7 Millimol KOH durch 21 Stunden ein. In einer der entsprechend e1 
ganzten Losungen wurde dann die BLSZ. in der iiblichen Weise vor det 
Neutralisation zu 7.49, in der anderen nach der Neutralisation zu 10,24 
bestimmt, wahrend die normale BLSZ. des Zuckerpraparats 9,00 betrug 
Stellt man beziiglich des zugesetzten Alkalis und der aquivalenten Zucke 
menge die gleiche Berechnung wie oben an, so ergibt die restliche Zucker 
menge eine BLSZ. von 7,8. gegeniiber der BLSZ. vor der Neutralisation 
etwa in demselben geringen AusmaB héher wie die obigen analogen Zahlen' 
Die Erhéhung der BLSZ. nach der Neutralisation entspricht der Un 
wandlung der (tlucose vorwiegend in Fructose; sie wird erst nach det 
Neutralisation auf diesem Wege nachweisbar. 


Bei Gegenwart von Saure ist beziiglich der Blausaurebindung 
festzuhalten, dab, wenn die Saéure vorwaltet oder wenn das Cyankaliur 
gerade neutralisiert ist, die BLSZ. fiir die hier verwendeten Reaktions 
zeiten Null wird. 

Erfolgt aber durch den Séurezusatz nur eine teilweise Neutralisatio: 
des Cyankaliums, so daB also Gemische von freier Blausiure und Cyan 
kalium zur Wirkung kommen, so geht mit steigender zugesetzter Saur 


! Man sieht auch beim Vergleich mit der Tabelle, daB trotz 21 stiindige: 
Versuchsdauer, wahrend die optische Drehung kontinuierlich abgenomme 
haben mu, die BLSZ. konstant geblieben ist. 
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menge die Kurve der BLSZ. vom Normalwert ansteigend durch ein 
Maximum, um sodann rasch bis zum Nullwert abzusinken Fiir ver- 
schiedene Sauren sind bei demselben Zucker die Kurven annahernd 
gleich, die Maxima liegen annahernd in gleicher Hohe, es entsprechen 
also aquivalenten zugesetzten Sauremengen annahernd die gleichen 
BLSZ. Die folgende Tabelle macht dies deutlich. Es handelt sich um 
die gewOhnliche Versuchsanordnung mit 5g = 27,76 Millimol Zucker 
und rund 5,15 Millimol Cyankalium. Die Werte gelten fiir Glucose 
mit den normalen BLSZ. 9,07 und 9,10 





Salzsdure Weinsiure Milchsaure Saures Sulfat 
Milliéqui- , Millidqui , Milliaqui- , Millidqui- e 
valente BLSZ valente BLSZ valente BLSZ valente i . 

1,29 10,66 - 

2,58 13,77 1,29 13,03 

3,68 14,78 1,84 15,02 3,68 14.94 3.68 15,03 
3,90 14,22 

5.00 1.92 - 


Rechnet man den der zugesetzten Saure Aquivaldnten Anteil des 
Cyankaliums als freie Blausaiure, so entspricht fiir Glucose dem Maximum 
der BLSZ. ein Verhaltnis von Blauséure: Cyankalium wie 3,68: 1,47 in 
Milliaquivalenten. Die OH-lonenkonzentration der Cyankaliumlésung 
wird unter diesen Umstanden auf ein bestimmtes Ma8B zuriickgedrangt. 
das man annadhernd berechnen kann, wenn man auf das Blausdure-Cyan 
kaliumgemisch im Sinne eines Puffergemisches untet Zugrundelegung de! 
Dissoziationskonstanten der Blausiure die bekannte Formel anwendet 
H’] 4.7.10°7°°. [HON]/[KCN}. Es ergibt sich dann fiir den Bereich 
des Maximums etwa px 8,8. 

Von besonderem Interesse, auch mit Riicksicht auf ihre spezielle 
biologische Bedeutung, erschien der EinfluB der Phosphate auf die 
Blausiurebindung. Zunachst wurde die Wirkung von Puffergemischen 
aus Monokalium- und Dinatriumphosphat, mit einem um den Neutral- 
punkt liegenden pu = 6,7, 7,0, 7,3, 7,7 untersucht. Die Versuchs 
bedingungen waren die gleichen wie in den vorhergehenden Versuchs 
reihen. Das Phosphatgemisch wurde der Zuckerlésung unmittelbar vor 
der Reaktion mit dem Cyankalium zugesetzt. Die Werte gelten fii 
Glucose. 

Steigende Mengen desselben Puffergemisches ergeben eine BLSZ 
Kurve von analogem Verlauf wie oben bei Zusatz steigender Saure 
mengen. Die Kurven fiir die vier Gemische sind einander sehr ahnlich 
Die Maxima liegen in gleicher Hohe und sind nur wenig verschieden 
von den oben angebenen Sauremaxima. Uberhaupt erfolgt die Anderung 
der BLSZ. in den einzelnen Mischungen parallel der Anderung des 
Monokaliumphosphatgehaltes Gleiche Mengen des letzteren geben 
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Phosphatmischung 


K Hy PO, Nag HPO, 


cem Pu Milfimol Millimo! BLSZ 

2,4 6.7 0.87 0,93 9,92 

3,7 7,0 0,87 1,59 10,04 

6,1 7,38 0,87 3,56 10,19 
15,0 7,7 0.87 9,70 10,39 
10,1 6.7 3,68 3.98 15,14 
15,8 7,0 3,68 8.01 15,23 
26.0 1,3 3,68 15,20 15,34 
63,0 3,68 41,24 15,15 
14,1 6,7 5,17 5.56 8,66 
23.0 7.0 5,17 11,20 9,90 
36.5 io 517 21,30 10,49 
89,0 4,1 DAZ 57,60 11,88 
19,1 6,7 7,00 7,50 3,04 
30,0 7.0 7.00 15,06 3,43 
49.4 7.3 7,00 28,90 5,32 

77 7.00 : 


also gleiche BLSZ., gleiche Mengen der Mischungen aber ganz ver 
schiedene BLSZ. Diese sind merklich unabhangig von der Menge des 
Dinatriumphosphats. Dies gilt sehr angenahert fiir den aufsteigenden 
Kurvenast, im absteigenden Kurvenast macht sich der EinfluB des 
Dinatriumphosphats durch ein leichtes Ansteigen der BLSZ. erst 
bemerkbar, wenn, besonders in den Mischungen mit héherem pu, dessen 
Menge gegeniiber dem Monokaliumphosphat sehr stark zunimmt. 

Wurden danach mit Monokaliumphosphat allein analoge Versuche 
durchgefiihrt, so ergaben sich ganz entsprechende Verhaltnisse in 
einem Ansteigen der BLSZ. mit zunehmender Menge bis zu einem 
Maximum und danach folgendem raschen Abfall. Die dem Maximum 
_entsprechende aquivalente Menge Monokaliumphosphat ist etwas 
héher als bei den Puffergemisch- und Saéureversuchen. 

Das Dinatriumphosphat zeigt fiir sich allein eine typisch ver 
schiedene Wirkung. Mit steigender Phosphatmenge bis zu _ relatiy 
bedeutenden Konzentrationen erfolgt ein kontinuierliches Ansteigen 
der BLSZ. Die folgende Tabelle gibt dies fiir Glucose wieder. Zum 
Vergleich ist eine Versuchsreihe mit Monokaliumphosphat allein bei 
gefiigt. Die Versuchsbedingungen sind dieselben wie vorher. 








KH, PO, Na, HPO, 
Millimol BLSZ. Millimol BLSZ 
0.81 9,36 5.6 9,47 
3,68 15,28 14.0 9,94 
4.00 15,35 28,5 10,97 
5,16 7,20 35,2 11,33 


7.00 1,39 56.3 12.53 
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Hingewiesen sei noch auf die relativ hohe Anfangskonzentration, die 
beim sekundaren Phosphat zur Erzielung einer deutlichen Steigerung det 
BLSZ. notwendig ist. 

Bevor auf das Verhalten anderer Zucker gegen Phosphat eingegangen 
wird, seien noch zwei Wertreihen fiir Glucose einander gegeniiber- 
gestellt, die Einblicke in mehreren Richtungen gestatten. Es handelt 
sich um den zeitlichen Ablauf der Glucose-Cyankaliumreaktion bei den 
bisherigen Mengenverhaltnissen von 27,76:5,15 Millimol, einerseits 
ohne Zusatz, andererseits unter Zusatz von jeweils 0,5446 g 4,0 Milli 
mol Monokaliumphosphat der dem obigen Maximalwert der BLSZ 
entsprechenden Menge 





oO PI —- Mit Monokalium 
Reaktionszeit _ sae phosphat 


BLSZ BLSZ. 
2 Sek. 0.81 0,21 
10 , 1,51 0.67 
20 , 2.41 1,42 
1 Min. 3.40 3,26 
> » 5.94 10,79 
10 , 9,10 15.35 
 . 14,47 17,80 
80 . 18,63 19,16 
40 , 22,06 20,47 
50 , 24,72 21,30 
60, 26.71 22.64 
6 Std. 47,96 48.51 
S 50,78 





” Mir 


Abb. 1 

Die Tabelle und der entsprechende Kurvenverlauf zeigen deutlich 
wie der Phosphatzusatz die Anfangsbindung merklich verzégert bis 
zum ersten Kurvenschnittpunkt bei 1 Minute Reaktionsdauer. Dann 
heginnt eine rasch anwachsende temporare Beschleunigung, die meh1 
allmahlich abklingend beim zweiten Kurvenschnittpunkt, zwischen der 
30. und 40. Minute in eine Verzégerung, der ,.Normalkurve* gegeniiber, 
iibergeht, den Endpunkt der Reaktion aber schlieBlich annahernd 
gleichzeitig mit dieser erreicht. 
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Hiermit sei das optische Verhalten analog ausgefiihrter Probe 
verglichen. Bei den entsprechenden Mengen von Zucker und Cyan 
kalium bzw. Zucker, Cyankalium und Monophosphat, wurden di 
Zusatze zur Glucosegleichgewichtslésung sowie die Einstellung des 
Endvolumens von 120 ccm unmittelbar vor der ersten Ablesung durch 
gefihrt. Die Wertfolgen entsprechen Mittelwerten aus einer Reihe von 
Bestimmungen. Zum Vergleich ist eine Reihe beigefiigt, die die Ein 
wirkung von Kaliumhydroxyd allein in der dem Cyankalium ent 
sprechenden molaren Menge wiedergibt 





27,76 Millimol Glucose in 120 cem bei Zusatz von 


_ KCN KON + KH, PO, KOH 
5,15 Millimol 5,15 + 4,0 Millimol 5,15 Millimol 

2 Min la] p 52,17 [e],, 51,76 [<], 52,50 
a [2] = 50,66 {e], ~~ 49,31 |@],, 51,23 
wo , [|p 50,07 [e], 48,47 -- 

20 , [a], = 49,04 (<], = 48,03 _ 

80 , [<]p ~~ 48,06 [<]p — 47,93 («],, = 50,59 
40 , [<], — 47,05 [<],, -- 47,62 

50 . [a lp 46.56 («Jp 47,53 

60 , [|p 45.99 [2]p 47,31 _— 

2 Std. [a], = 44.39 [@]p 45,91 [2], 49,22 
es a (@], — 42,17 [«], — 47,69 
a [a], 40,07 {], 41,15 [a], = 43,09 
48 , [2], = 39,10 (@],, ~~ 41,25 [|p 35,01 


Der den BLSZ.-Kurven analoge Verlauf der Drehungsabnahme 
ist deutlich ausgepragt, indem die unter Phosphatzusatz erfolgende 
Beschleunigung zwischen der 30. und 40. Minute in eine Verzégerung 
‘iibergeht, die sich weiterhin wieder ausgleicht. Aus dem Vergleich der 
ersten und dritten Wertfolge darf man wohl den SchluB ziehen, dab 
eine eigentliche Alkaliwirkung auf den Zucker in der Cyankaliumprobe 
erst in spateren Stadien zur Geltung kommt. In der Phosphatprobe 
mit herabgesetzter Alkalitaét erreicht die Enddrehung sogar einen 
konstanten Wert. 

Uber das Verhalten anderer Zucker gegen Phosphat geben die 
folgenden Versuche AufschluB. Die bei den Glucoseversuchen ver- 
wendeten Phosphatgemische wirken auf die BLSZ. der Fructose 
Galaktose, Lactose und Maltose in ganz analoger Weise ein wie auf jene 
der Glucose, bewirken also nur parallel der ansteigenden Menge des 
Monokaliumphosphats einen Anstieg der BLSZ., einen Durchgang 
durch ein Maximum, einen relativ raschen Abfall usw. Doch ist die 
der Maximalbindung entsprechende Menge von Monokaliumphosphat 
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fiir jeden Zucker eine charakteristisch verschiedene. Dieselbe Menge 
von Monokaliumphosphat fiir sich allein verwendet gibt dieselbe 
maximale Steigerung in jedem Falle mit nur geringfigigen Abweichungen 
Uberschreitungen jener Menge fiihren alsbald zu einer Senkung de1 
BLSZ. Charakteristisch verschieden ist auch fiir jeden Zucker die 
prozentuale Steigerung der maximalen BLSZ. gegeniiber der normalen 
BLSZ. Die folgende Tabelle stellt die Werte tbersichtlich zusammen 
Betrachtet man die Wirkung des Monokaliumphosphats analog de1 
Saurewirkung, so ergeben sich fiir jeden Zucker andere Verhaltnisse 
von freier Blausdure zu Cyankalium und fiir das Maximum der BLSZ 
dementsprechend auch jeweils ein anderes py, berechnet auf derselben 
Grundlage wie oben bei der Glucose. Diese Verhaltnisse verzeichnen 
die beiden letzten Wertreihen. 





Phosphatmischung Reaktionsgemisch 
Zucker » . © 2 pe ‘ one : 
pu KH2.PO0, Na,HPO, BLSZ. BLSZ. Zanahme yoy. KEN py 
Millimol Millimol | maxim. norm 0 
Glucose . . 7,0 3,68 8,01 15,23 9,1 67,1 3,68:1,74 85 
fructose . . 7,0 2,45 5,33 26,91 16,5 60,1 2.45:2,70 9,4 
Galaktose . 7,0 4,67 10,14 38,54 29,1 32.7 4,67:048 83 
Lactose .. 7,0 3,26 7,09 10,78 3.6 200.0 3,26:1,89 91 
Maltose . . 7,0 3,03 6.59 8,42 5.7 47,7 3,038:2,12 9,2 


Das Dinatriumphosphat beeinfluBt bei den anderen Zuckern die 
Blausdurebindung gleichfalls, und zwar durchwegs nach dem bei der 
Glucose festgestellten Typus. Charakteristisch ist, daB die dabei auf 
tretende Steigerung der BLSZ. fiir die Fructose wesentlich hdher ist 
als fiir die anderen Zucker und bei Aquimolaritaét des Phosphats zu 
Fructose hier die Maximalzah] fiir die Monokaliumphosphatwirkung 
erreicht. Dies zeigt die folgende Tabelle, in die auch die Werte der 
BLSZ. fiir das letztere allein eingesetzt sind 





KH, PO, Na, HPO, 


Ructer Millimol Cae Millimol a 
Fructose 44 ; 2.45 26,51 7,06 20,25 
s “aie ; 3,68 18,56 27,77 26,63 

Galaktose a ae a 4,67 38,22 — — 
Lactose .. . ; . 3,26 10.34 7,06 4.53 
n Oey ere? -- 27,77 6,24 
Maltose . : pce ae 3,03 8,18 7.06 6.46 
- 2 oan ; 3,74 7,99 27,77 7,12 

° 


Bei der Erérterung der Versuche sei von der Tatsache ausgegangen 
daB freie Blausdure als solche vom Zucker nicht merklich gebunden wird 
Auf Zusatz von Alkali tritt Bindung bzw. Cyanhydrinbildung auf, 
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deren Geschwindigkeit mit der Zunahme des Alkalicyanids bis zu 
einem von den Versuchsbedingungen abhangigen Maximum ansteigt 
Diesem entspricht dann ein bestimmtes Verhaltnis von Blauséure zi: 
Cyankalium, das eine bestimmte H-lonenkonzentration reprasentiert 
Unter diesen Umstanden zeigt die Bestandigkeit und  Bildungs 
geschwindigkeit jener ,,dritten’, ,,offenen’* Gleichgewichtsform ode: 
N-Form, die die Cyanhydrinbildung vermittelt, ein Maximum. Ube: 
schreitet man das ,,Maximumverhaltnis’, so nimmt die Bindung ab 
bis schlieBlich jener Wert erreicht wird, den die BLSZ. bei reiner Alkali 
cyanidwirkung annimmt. Von hier aus gelangt man dann umgekehrt 
durch Saurezusatz zu dem gleichen Maximum bzw. durch erhéhten 
Zusatz zu einer Senkung der BLSZ. Dies ist der Weg oder der Erfolg 
bei den Versuchen mit Sauren, mit Monokaliumphosphat und _ in 
wesentlichen auch bei jenen mit Phosphatgemischen. Der fiir jeden 
Zucker verschiedene prozentuale Zuwachs, sowie die Verschiedenheit 
des ,,Maximumverhaltnisses* HCN:KCN und des zugehérigen py 
sind augenscheinlich bedingt durch verschiedenes Verhalten der be 
treffenden N-Form. Jede hat offenbar ihr bestimmtes py-Bereich 
der Existenzfahigkeit. MaBgebend fiir die Geschwindigkeit der Reaktion 
unter sonst gleichen Bedingungen ist demnach in jedem Falle das 
Verhalten der N-Form beziiglich Menge und Bildung in Abhangigkeit 
vom px des Milieus'. Die auffallend hohe Zunahme der BLSZ. der 
Lactose scheint eine Parallele zu der Beobachtung von Rupp und 
Holzle (4) zu sein, wonach Lactose (nicht Maltose) allmahlich ein zweites 
Mol Cyankalium aufnimmt. Sie fiihren dies auf eine allmahliche Ab 
spaltung von Galactose zurtick. Nun kann man aber nicht wohl bei 
den vorliegenden Versuchsbedingungen, insbesondere mit Riicksicht 
auf die herabgesetzte Alkalitat, eine Spaltung des Milchzuckers an 
nehmen. Es miiBte also die Galaktose, ohne aus dem Verbande gelést 
zu werden, Blausdure binden kénnen, was vorlaufig nicht zu entscheiden 
ist. Ubrigens ist auch die Steigerung der BLSZ. durch Dinatrium 
phosphat bei Aquimolaritat fiir die Lactose mit 73°, wesentlich héher 
als fiir die Maltose mit 25°, oder fiir die Glucose mit 38°,. 


Sowohl Steigerung der H- als auch der OH-lIonenkonzentration 
iiber einen gewissen Grad hinaus drangt im Sinne obiger Ausfiihrungen 
N-Form zuriick oder wirkt ihrer Bildung entgegen. Es wird daher, 
bei gleicher Zuckerkonzentration, gleicher Reaktionszeit und gleiche 
Ausgangsmenge von Cyankalium, immer ein Paar verschiedener py 
Werte vorhanden sein, dem identische BLSZ. entsprechen. 

. 


' Die dem .,Maximumverhiltnis** entsprechende KC N-Menge fiir sic! 
wiirde naturgemaéB eine entsprechend tief unter dem Normalwert liegend: 
BLSZ. ergeben. 
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Dies zeigen die oben mitgeteilten Versuche, aber auch der Verlauf 
ler beiden Zeitkurven. Deren Schnittpunkte entsprechen solchen 
dentischen BLSZ. bei differentem pg. Die Verzégerung im Anfangsteil 
ler Kurve unter Phosphatwirkung ware zunachst auf dem EinfluB 


der h6heren H-lonenkonzentration zu beziehen. Deren Abnahme durch 


Umsetzung des Monokaliumphosphats mit dem Cyankalium bewirkt 


dann die Beschieunigung', wahrend der weitere Anstieg des px durch 
das bei der Reaktion freiwerdende Alkali die folgende Verzégerung 


herbeifiihren muBte, die bei der Normalkurve auf der letzteren Grund- 
lage gleich von Beginn vorhanden ware. Die Konstante der bimole- 
kularen Reaktion zeigt fir die Werte der Normalkurve eine anfangs 
rasche, dann allmahlicher verlaufende Abnahme, die zwischen der 
40. und 60. Minute nahezu in Konstanz iibergeht, um sodann weiter 


abzunehmen. Dies scheint nun aber nicht dem alleinigen EinfluB des 


\lkalis zu entsprechen. Da nach den Bestimmungen der optischen 
Drehung wirksames Alkali scheinbar erst relativ spat auftritt und da 
die starkere Verz6gerung unter Phosphatwirkung in einem auffallenden 
MiBverhaltnis zur herabgesetzten Alkalitét steht, deren verminderte 
Wirksamkeit sich auch in der konstanten Enddrehung’ auspragt, so 
taucht neuerdings die Vorstellung von der Beteiligung zweier aktiver 
Formen auf. Zwei solche N-Formen von verschiedener Abhangigkeit 
vom px und von verschiedener Blausiurebindungsfaihigkeit kénnten 
sehr wohl das erérterte Verhalten erklaren. 

Hier drangt sich auch die Moglichkeit auf, die Zucker-Cyankalium- 
reaktion als Jonenreaktion zu betrachten unter Auffassung des Zuckers 
als amphoteren Elektrolyten mit itberwiegender Sauredissoziations- 
konstante (eventuell als zweibasische Saéure), doch wiirden solche 
Betrachtungen zuviel Raum beanspruchen (63) bis (65). 

GemaB dem oben Erérterten erscheint die schon gelegentlich von 
Rupp und Hélze (3) festgestellte Verzégerung der Blauséurebindung 
bzw. Erniedrigung der BLSZ. durch Alkalizusatz zur Cyankalium- 
lésung als die notwendige Folge zunachst der Erhéhung der OH-Ionen- 
konzentration, wodurch das Gleichgewicht zuungunsten der N-Form 
verschoben wird. Bei irgend merklicher Alkalimenge muB sich aber 
alsbald auch der weitere Faktor der Alkaliglucosatbildung bemerkbar 
machen. Die Bildung des letzteren wurde meist auf indirektem, physi- 
kalisch-chemischem Wege von mehreren Seiten gefolgert und _be- 
griindet [(28) bis (30) (75)]. Groot (28) nimmt Bindung des Alkalis an 
das C-Atom 4 unter Lésung des Pyronringes und Restituierung der 
freien Aldehydgruppe an. Bei den hier mitgeteilten Versuchen macht 


‘ Ein merklicher EinfluB des gebildeten Dikaliumphosphats kommt 
wegen der geringen Konzentration nicht in Frage. 
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sich die Glucosatbildung, wenigstens zundchst bei der Glucose, 
allem bemerkbar durch die angenaherte Ausschaltung der dem Alk: 
aquivalenten Zuckermenge fiir die Blauséiurebindung, sowie fern 
dadurch, daB unter bestimmten Bedingungen eine Blausaurebindu: 
iiberhaupt erst nach Neutralisation des Alkalis eintreten kann. D 
von Groot (28) gefolgerte hydrolytische Dissoziation des Alkaliglucosat 
wird bestatigt durch die selbst bei grobem AlkaliiiberschuB nicht 
vollig unterdriickte Blauséurebindung. Diese Dissoziation bewirkt 
offenbar, daB bei entsprechend kleiner Alkalikonzentration zunichs' 
nur die OH-Ionenwirkung und erst bei héherer Alkalikonzentratio 
auch die Glucosatbildung zur Geltung kommt. 


Der anfingliche Drehungsabfall bei der Alkaliwirkung auf Zucker 
wird von Groot auf die Glucosatbildung bezogen, der weitere Abfal! 
ist auf die Umwandlung in andere Zucker zuriickzufiihren, der nac} 
der nun allgemeinen Annahme eine Ketoenoltautomerie (57) ode: 
Endiolbildung (58) (59) zugrunde liegt. Es ist ferner bekannt, dai 
der durch Alkali bewirkte Drehungsabfall durch eine nach entsprechend 
kurzer Einwirkungsdauer durchgefiihrte Neutralisation oder Ve 
diinnung, einer Reversibilitét fihig ist [Bleyer und Schmidt (55) (56 
Die folgenden Versuche sollten priifen, ob und bis zu welchem Grade 
eine solche Reversibilitét auch nach langerer Versuchsdauer nachweisba 
ist. Ferner wurden, ahnlich dem schon oben mitgeteilten Versuch, 
die BLSZ. und Drehungswerte nach erfolgter Neutralisation bestimmt 
und mit den BLSZ. der aus letzteren berechneten Glucose-Fructose- 
gemisch verglichen. Je 5g Glucose wurden in 73 ccm Wasser geldst 
die 0,2073 g Kalilauge enthielten, also 0,0506 oder rund n/20 waren. 
Nach Stehen bei Zimmertemperatur (im Mittel 20°) durch die an 
gegebenen Zeiten, wurde die eine Probe nach Erganzung zu 100 ccm 
Sogleich polarisiert, die andere nach Zusatz der berechneten Menge 
Schwefelsiure ebenso erginzt und nicht nur sofort, sondern auch in 
bestimmten Zeitintervallen polarisiert. Fiir die zweite Versuchsserie 
(mittlere Temperatur 16°) gelten die gleichen Mengenverhaltnisse 
Die Drehungsbestimmung erfolgte lingere Zeit nach der Neu 
tralisation. 





@)y der Zuckerlésung 


J B. 
Zeit neutralisiert nach ; 
der K OH-Einwirkung A. . . ‘ Ditferenz 
alkalisch 3 2. B. 2 A 
5 Min. iiber 60 Min. 
eS ww «> «08% 50,71 51,46 52,29 1,58 
ra 49.94 50,23 51,80 1.86 
§ Std. 30 Min. . .. 47,65 47,94 49,72 2,07 
i % Pace ea 42.43 43.33 44.34 1.91 
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Zeit Neutralisierte Probe Aus p berechnet iad 

der KOH-Einwirkung @})) BLSZ, Tr Z ‘ Fr Z ; 
15 Std, es : 46,55 9,76 4,797 + 0,293 95D 
21 , 44.76 10,10 4,722 + 0,278 9,84 
wm “ rile J ; 40,21 10.45 4.581 + 0,419 10,11 


Zur Erganzung wurde auBerdem festgestellt, daB die bei der Neutralisa 
tion entstehende Menge Kaliumsulfat, einem Glucose-Fructosegemisch 
obiger Zusammensetzung zugefiigt, keine Drehungsanderung. insbesondere 
keinen Drehungsanstieg bewirkt. 

Wie ersichtlich, liegt trotz der milden Versuchsbedingungen die 
vollige Reversibilitat des Drehungsabfalles nur innerhalb eines kleinen 
Zeitintervalles: andererseits bleibt selbst nach viel stundenianger 
Alkalieinwirkung eine partielle Reversibilitat erhalten, deren GréBe, 
wie die Reihe der Differenzen zeigt, ganz langsam ansteigt. Der 
reversible Drehungsanstieg erfolgt stets allmahlich, nach Art eines 
Mutarotationsriickganges. Dies dirfte von entscheidender Bedeutung 
sein. Das Alkali setzt eine Gleichgewichtsst6rung zwischen den Zucker- 
modifikationen, indem es die N-Form zuriickdrangt und weiterhin 
sich an den Zucker unter Alkaliglucosatbildung bindet. Ersteres zeigt 
sich besonders darin, daB die Herabsetzung der BLSZ. gréBer ausfiallt, 
als der Bindung des aquivalenten Zuckeranteiles allein entsprechen 
wiirde. Bei der Glucose fallt entsprechend der geringen Konzentration 
an N-Form dieser Unterschied wie die oben angestellten Berechnungen 
zeigen, nur gering aus; dagegen mu® er bei Zuckern mit gréBeren 
Mengen N-Form entsprechend héher sein, wie die Galaktese zeigt. 
Auffallend hoch ist er bei der Fructose, was hinsichtlich der Be- 
ziehungen des Alkalis zur Ketosebildung bemerkenswert ist. 

Der Zuriickdrangung der N-Form mu eine Zunahme der Ring- 
formen entsprechen. Weiteres dariiber wird spater zur Sprache kommen. 
Fiir die Glucose ergibt sich mit Riicksicht auf den Drehungsabfall und 
dessen mutarotationsartigen, teilweisen Riickgang eine Zunahme in 
der Richtung der 6-Form. Diese auf Grund der optischen Erscheinungen 
wiederholt gemachte (55) und auch bestrittene Annahme (29), erscheint 
nun mehr durch das Verhalten der Blauséiurebindung wesentlich sichere1 
begriindet und in anderer Beziehung zum Gesamtvorgang, indem sie 
nur als Partialerscheinung auftritt. 

Man hat unter Alkaliwirkung auch Ringwechsel und Endiol- 
bildung an verschiedenen Stellen (58) bis (62) angenommen, jedenfalls 
besteht unter milderen Bedingungen die hauptsachliche Wirkung in 
einer derartigen Umlagerung zwischen den C-Atomen | und 2 und der 
alsbald (friihzeitiger Verlust der vollen Reversibilitat) einsetzenden 
Ketosebildung. Wie die zweite Versuchsreihe auBerdem zeigt, tritt 
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auch relativ frihzeitig, vielleicht gleichzeitig, Mannosebildung (vgl. 5s 
auf, wie aus den Unterschieden der BLSZ. der berechneten und unte; 
Alkaliwirkung entstandenen Gemische hervorgeht. Die hohe BLSZ 
der Mannose macht schon kleine Mengen bemerkbar. 

Immerhin ist die Zunahme der BLSZ. nach der Neutralisation in 
wesentlichen auf die Fructose zuriickzufiihren. Die nunmehr erfolgend 
Blausiurebindung setzt die Ausbildung aktiver Form auch bei de; 
letzteren voraus. Daraus ergibt sich eine Bestatigung der oben daz 
gelegten Wirkung des Alkalis auf die N-Form, indem die letztere erst 
nach der Neutralisation wie in einer mutarotierenden Zuckerlésung 
unter Beteiligung der Fructose an der Einstellung des neuen Gleich 
gewichts zur Ausbildung kommt. 

Bestiinde die Grootsche Annahme der Ringéffnung bei der Glucosat 
bildung zu Recht, so miiBte die Blausiurebindung unter Alkaliwirkung 
ein anderes Verhalten zeigen als das festgestellte. Die obigen Folge 
rungen fiihren vielmehr zu dem SchluB, daB die Alkalianlagerung und 
Wirkung an den geschlossenen Formen sich abspielt. 

Beim chemischen Verhalten der Zucker in Gegenwart anderer Sub 
stanzen spielt zweifellos die leicht eintretende Bildung mehr oder mindet 
lockerer Komplexe oder ,,Adducte‘* | Neuberg und Kobel (34)| eine wichtige 
Rolle. Wiederholt wurde deren Existenz in wasseriger Lésung aus physi 
kalisch-chemischen Beziehungen gefolgert, sowohl hinsichtlich der Muta- 
rotation fiir Neutralsalze (31) als auch fiir die Beeinflussung der konstanten 
Drehung durch amphotere [z. B. Aminosiuren, EiweiB8 (32) bis (44)}, 
alkalische [z. B. Borax (45), Dinatriumphosphat (46)|, sowie saure Sub 
stanzen. Diese Komplexbildung kann fiw sich zu einer Verschiebung des 
Gleichgewichts der stereoisomeren Zuckerformen fiihren, wozu als weitere 
Faktor noch eine eventuelle Anderung des pu kommt; sie kann Um 
lagerungen am Zuckermolekiil bedingen und auch in feste chemische Bindung 
iibergehen. Bei vielen dieser Komplexe diuwfen wir wohl st6échiometrische 
Verhaltnisse annehmen; oft ist deren Existenz an ein bestimmtes pu-Bereich 
gekniipft. 

Hierher gehéren im gewissen Sinne die Zucker-Alkaliverbindungen 
Was die Beziehungen zwischen Zucker und Phosphat anlangt, so 
beginnt nach v. Euler und Nilsson (46) in Zucker-Phosphatgemischen 
von pao =4,5 an eine stark zunehmende Gefrierpunktserniedrigung 
Demnach kénnte man die auffallende Verzégerung der Blauséure 
bindung im Anfangsteil der Zeitkurve unter Phosphatwirkung auf eine 
solche Komplexbildung mit dem Monokaliumphosphat zurickfiihren 
die nach MaBgabe der Umsetzung mit dem Cyankalium aufgehoben 
wird. Inwieweit spricht nun das oben beschriebene typische Verhalten 
des Dinatriumphosphats, wonach die Blausdurebindung mit dessen 


Konzentrationszunah me kontinuierlich ansteigt, fiir eine solche Komplex 
bildung? Zunachst scheint dieser Bindungstypus allgemein fiir reduk 
tionsfihige Zucker zu gelten, wobei charakteristischerweise die Fructos« 
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eine wesentlich héhere Bindung zeigt als die tibrigen Zucker, was zu 
dem Befunde der obigen Autoren tiber die héhere Gefrierpunkts- 
erniedrigung bei der Fructose stimmt. Ferner diirften die folgenden 
Versuche zur weiteren Aufklarung dienen. 

Bestimmt man bei der tiblichen Versuchsanordnung die BLWNSZ. 
von Kaliumhexosediphosphat, nach Neuberg und Sabetay (47) iiber 
das aus Candiolin gewonnene Calciumsalz dargestellt, so ergeben 5g 
des Salzes, die etwa 2 g Glucose eder Fructose entsprechen, eine BLSZ. 
von 14,62, wahrend 2g Glucose oder Fructose entsprechend eine 
BLSZ. von 3,2 bzw. etwa 5,7 ergeben wiirden. Wurden 5g desselben 
Kaliumsalzes nach Newberg (48) durch vorsichtige partielle Verseifung 
mit Salzsiure in das Kaliumhexosemonophosphat iibergefiihrt, so 
wurde unter sonst gleichen Bedingungen eine BLSZ. von 18,94 erhalten. 
Die Blausiurebindung der Hexosephosphorséuren ist also wesentlich 
héher als jene der zugehérigen Zucker; nach Meyerhof und Loh- 
mann (49) betragt das Verhaltnis von Aldo- zu Ketozucker in der 
Harden-Youngschen Diphosphorsiure 1:25, in der Neubergschen 
Monophosphorsaéure 1:4,5. Danach ist zu folgern, daB die erhéhte 
Blausiurebindung durch das Uberwiegen der Ketogruppe zustande- 
kommt und da diese der reinen Fructose gegeniiber eine erhdhte 
,Aktivitat’’ besitzt!. Wenn nun die Fructose bei Gegenwart von 
Dinatriumphosphat jenes erhebliche Ansteigen der BLSZ. zeigt, so 
ergibt sich der SchluB, daB schon die bloBe Gegenwart von Dinatrium- 
phosphat einen analogen, wenn auch quantitativ geringeren, Effekt 
hervorbringt, wie die feste Bindung durch Veresterung. Dies fiihrt 
offensichtlich zur Annahme einer Komplexbildung. 

Da Dinatriumphosphat auf Glucose und andere Aldozucker in 
gleicher Weise, wenn auch seinerseits quantitativ geringer, einwirkt wie 
auf Fructose, da die Phosphatveresterung mit einer Keto-Knoltauto- 
merie derart verkniipft sein muB, daB im fertigen Produkt die Ketose 
iiberwiegt, so folgt, daB der ,,Vorlaufer* der Veresterung, die Komplex- 
bildung, bereits die Ketoenoltautomerie einleitet. Die Komplexbildung 
wachst mit steigender Phosphatkonzentration (46), demnach auch die 
tautomere Umlagerung, und parallel mit dieser erhéhten Bereitschaft 
zur Bildung der Ketogruppe steigt die BLSZ. langsam an. 

Nach den bisherigen Feststellungen verindern Phosphatgemische 
das optische Gleichgewicht einer Glucose- oder Fructoselésung nicht 
merklich (46) (66). Fiihrt man bei der Glucose eine gréBere Zahl von 
Bestimmungen mit den oben verwendeten Phosphatmischungen und 
mit Dinatriumphosphat allein durch, so ergibt sich im Mittel eine 


1 Nach v. Euler und Nilsson (46) ist das Zymophosphet molekiil labiler, 
reaktionsfaihiger als das freie Hexosemolekiil. 
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unzweifelhafte Tendenz zur Drehungsabnahme, die insbesondere nach 
24 Stunden deutlich wird und mit Monokaliumphosphat allein nicht 
erhalten wird. Von den anderen Zuckern, die ahnliche Verhaltniss¢ 
aufweisen, zeigt die Fructose die Senkung am ausgeprigtesten. Di 
Umwandlungen durch das Phosphat gehen also nur in sehr geringem 
Umfange und ganz allmahlich vor sich. Wegfangen der geringen Ketose 
menge durch Blausaurebindung oder Fixierung der Ketoform durch 
Veresterung laBt die Reaktion weiterschreiten. Da die auf lockere: 
Komplexbildung beruhende Dinatriumphosphatwirkung leicht aus- 
geschaltet werden kann (vgl. die Blausiurebindung bei Gegenwart 
von Phosphatgemischen), so bedeutet die Veresterung eine irreversible 
Festlegung der reaktionsfihigeren Form (76) und dient vielleicht gleich- 
zeitig der Verhinderung einer Umwandlung iiber die Ketose hinaus 
Denn Spoehr und Mitarbeiter (50) (51) haben bei Einwirkung von Di- 
natriumphosphat auf Glucose, Fructose und Mannose (Dauer 50 bis 
150 Tage bei 38°), die auch bei Alkaliwirkung entstehenden Um- 
wandlungsprodukte bis zu den Glutosen aufgefunden. Phosphorsaure- 
ester konnte nicht nachgewiesen werden. Diese Befunde wiirden, 
soweit nicht infolge der extremen Versuchsbedingungen Alkaliwirkung 
als solche vorliegt, eine weitere Bestatigung der primaren Tautomerie- 
wirkung des Dinatriumphosphats abgeben. 

Den hier verwendeten Hexosephosphorséuren schreibt man die 
Konstitution einer Fructose-(2, 5-) 1, 6-diphosphorséiure bzw. einer 
Fructose-(2, 5-) 6-Phosphorséure zu (52) bis (54). Nach der hier ver- 
tretenen Auffassung muB in ihren Lésungen ein Gleichgewicht zwischen 
offenen und Ringformen vorliegen, mit erheblicher Konzentration der 
ersteren'. Die Blauséiurebindung an die Hexosediphosphorsaure zeigt, 
daB durch Fixierung des Phosphats in 1-Stellung die erstere nicht 
gehindert, vielleicht im Gegenteil sogar geférdert wird. Indem die 
Komplexbildung mit dem Dinatriumphosphat zu erhéhter Blausdure- 
bindung bzw. zur Ketoenoltautomerie zwischen den C-Atomen | und 2 
fiihrt, kénnte man schlieBen, dab die Komplexbildung in 1-Stellung 
erfolgt, doch kann auch die Komplexbildung in 6-Stellung die Tauto- 
merie einleiten, worauf damm nach MaBgabe der gebildeten Fructose 
Komplexbildung bzw. Veresterung in 1-Stellung erfolgen kann. Dies 
wiirde einer vielfach geéuBerten Annahme iiber den sekundaren Charakter 
der Hexosediphosphorséure entsprechen (79) bis (85). Da das Di- 
natriumphosphat keine Senkung der BLSZ. und auch eine nur sehr 
geringe der optischen Drehung bewirkt, so wirkt es offenbar zunachst 
nur auf die offene aktive Form des Zuckers ein ; dazu stimmt die wesent- 


1 Nach Neuberg und Schou (78) .,.wird angenommen, da8B die Ester die 
Carbonylgruppe teilweise frei enthalten*. 
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lich héhere BLSZ.-Steigerung bei der Fructose, indem hier bei von 
vornherein héherer N-Form-konzentration neben deren Aktivierung 
und Fixierung durch die Komplexbildung, die Ketoenolumlagerung 
wegfallt. 

Auf eine weitere hierher gehérige Beeinflussung der Blausaéure- 
bindung, die von erheblichem biologischen Interesse ist, wurde schon 
seinerzeit hingewiesen. Es handelte sich um Steigerung der BLSZ. 
des Milchzuckers durch Casein (6). Die folgende Tabelle enthalt die 
Resultate einiger erweiternder Versuche mit Eiweibkérpern und Amino- 
siuren auch unter gleichzeitigem Zusatz von Phosphatgemischen. 
Die Bedingungen entsprechen jenen bei Feststellung der normalen 
BLSZ. Die Zuckerlésungen befanden sich im Gleichgewicht. Von 
den in ihrem natiirlichen Milieu befindlichen Eiwei®kérpern wurde 
die von der Versuchsmenge fiir sich gebundene geringe Blausiuremenge 
jedesmal in einem Parallelversuch ermittelt und von der betreffenden 
BLSZ. abgezogen. Verwendet wurden: 50 ccm Pferdeserum mit etwa 
4, 32 g EKiereiweiB mit etwa 3,7, 26 g Eidotter mit etwa 4 g Eiweibgehalt. 





, A. B. BLSZ BLSZ. BLSZ 
Zucker 
Kiweiis bzw. Aminos&ure Phosphatmischung A 4 KB. normal 
Glucose l’ferdeserum 10,68 9,1 
Lactose - 6.06 3.6 
‘i Kiereiweib 5.43 3.6 
- Kidotter 7.96 - 3.6 
Glucose Leucin 3,68 Millimol 11,81 9,1 
a Glykokoll 3.68 Millimol 11.52 9 1 
- Glykokoll 5,33 Millimol 12.67 9.1 
* Arginin HC Og 1,84 Millimol 11,70 9,1 
Glykokoll 3,68 Millimol (py 7,3) 
K Hy PO,: 
3,68 Millimol 
Nay HP O,: 
15.2 Millimol 15.387 15,36 
~ — hs o (py = 7,0) 
JS MIULMO K Hy PO,: 


3,68 Millimol 
Nay HPO,: 
8.91 Millimol 15.56 | 15.2: 


Die Menge der zugesetzten Phosphatmischung entsprach der 
maximalen Steigerung der BLSZ. in der Gleichgewichtslésung. Diese 
Versuche im Verein mit den Caseinversuchen zeigen zunachst, daB die 
Gegenwart von Eiweif oder Aminoséure die Blauséurebindung der 
Zucker erhéht. Die Erhéhung wachst mit steigender Konzentration 


der Aminosiéure. Bei Gegenwart von Phosphatgemisch ist die steigernde 
Wirkung nahezu aufgehoben. Dies entspricht der Aufhebung der 
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steigernden Wirkung des Dinatriumphosphats durch das Monokalium 
phosphat. Die Verbindungen oder Addukte zwischen Zuckern und 
Aminosauren dirfen wohl als sicher nachgewiesen gelten [(32) bis (35 
(37) bis (40)]. Sie sind besonders in einem bestimmten px-Bereic! 
bestandig, doch findet nach v. Euler und Brunius (40) schon bei de: 
Xeaktion des Blutes merkliche Bindung statt. Da also Steigerung de: 
BLSZ. und Adduktbildung zusammenfallen, so liegt die Annahnx 
nahe, daB aie Wirkung der Aminosduren der des Dinatriumphosphats 
analog in der Kinleitung einer Ketoenoltautomerie besteht. Dies 
um so mehr, als nach Neuberg und Kobel (33) Gemische von Zucke1 
und Aminosaure rascher vergiren als Zucker allein, analog wie Zucke: 
Phosphatgemische (46). 

Die Bildung von Zucker-EiweiBverbindungen ist zwar neuerdings 
wieder behauptet (44), aber durchaus widerlegt worden (36) (41) (43), 
wenn auch Sérensen und Lorbeer (42) die Méglichkeit einer solchen Bindung 
in geringem Umfange nicht ausschlieBen. Ist die Annahme berechtigt, daB 
die BLSZ.-Steigerung durch das EiweiB auf die gleiche Ursache zuriick 
zufiihren ist wie jene durch die Aminoséuren, dann mii®Bte man auch fii 
das erstere ,,Addukt‘*-Bildung in gewissem Umfange annehmen, und es 
wurde also auch das Eiwei8 eine Ketoenoltautomerie in die Wege leiten 

Die bisherigen Feststellungen bezogen sich durchaus auf Gleich- 
gewichtslésungen der Zucker. Im folgenden soll das Verhalten muta- 
rotierender Zuckerlésungen untersucht weiden. Fiihrt man die iibliche 
BLSZ.-Bestimmung so aus, daB man die eben raschest hergestellte 
Lésung unmittelbar mit der Cyankaliumlésung mischt, so erhalt man 
beim 'I'raubenzucker stets eine deutliche, wenn auch nicht bedeutende 
Erhéhung der BLSZ., die sich schon im allerersten Beginn der Reaktion 
bemerkbar macht. Die OH-Ionen des Cyankaliums bewirken einen 
um so rascheren Riickgang der Mutarotation, je empfindlicher der 
betreffende Zucker diesbeziiglich ist (73), und um so undeutlicher wird 
dann auch die Beeinflussung der BLSZ. sich bemerkbar machen. In 
der folgenden Tabelle sind einige Mittelwerte fiir Glucose zusammen- 
gestellt. 





BLSZ. 
Glucoseform Reaktionszeit 
Mutarotations- Gleichgewichts 
lisung lisung 
a-Glucose-Hydrat ....... 10 Min. 8,52 8,22 
a-Glucose-Anhydrid . .... . 2 Sek. 1,33 0,88 
«- Glucose-Anhydrid ine ge: Vhs 1 Min. 4.03 3,40 
a-Glucose-Anhydrid . . oe 10 Min. 9,41 9,10 
DO ay ae te gl 10 Min. 9,16 9,10 


Die Steigerung fallt im Beginn der Reaktion etwas héher aus. 
Bemerkenswert ist das Ausbleiben der Steigerung bei der /-Glucose 
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Die Steigerung der BLSZ. durch das primaire Phosphat in der 
Gleichgewichtslésung lieB bei der Herabsetzung der OH-lIonenkonzen- 
tration einen wesentlich starkeren EinfluB in der mutarotierenden 
Losung erwarten. Dies war in der Tat der Fall. Dabei ergab sich die 
sehr bemerkenswerte Tatsache, daB, indem auch bei simtlichen itibrigen 
untersuchten Zuckern der EinfluB der Mutarotation auf die Blausiure- 
bindung deutlich gemacht werden konnte, in den mutarotierenden 
Lésungen der «-Zucker stets eine Erhéhung, in denen der $-Zucker 
stets eine Erniedrigung der BLSZ. gegeniiber dem Normalwert bzw. 
Gleichgewichtswert eintrat. 

Bei beziiglich des Mutarotationsriickganges sebr alkaliempfindlichen 
Zuckern, wie z. B. der Fructose, muBte zur starkeren Herabdriickung 
der OH-Ionenkonzentration eine gréBere Menge primaren Phosphats ver- 
wendet werden, als der maximalen Steigerung der BLSZ. in der Gleich- 
gewichtslésung entsprach. Die folgende Tabelle gibt die Resultate wieder. 





3LSZ. ILS 
Zucker Menge KH2PO, Reaktions- gleich. I a 
zeit gewichts- 

g Millimol lisung a-Form 3-Form 

Glucose . 5,0 4.0 2 Sek. 0,21 O35 

* Te 5,0 4.0 1 Min. 3.26 5.52 
a te ee 4,35 4,0 Pe? 2,74 1,94 

5,0 4.0 oO . 15,35 18,67 
e 5.0 4,0 10 . 15.35 12,42 
Fructose 5,0 2,45 Ww . 26.51 26,47 
- ae 5,0 4.0  . 18,56 17,71 

Galaktose . . . 5,0 4.67 ; . 38,22 39,68 
Mannose . : 1,0 4,0 iC « 18,64 18,26 
“ pee 1,0 4,77 Ww 12.26 11,80 

Lactose. ... 5,0 3,26 we «+ 10,31 12.49 — 

Maltose. . .. 5,0 3,03 im ~« 5,15 7,29 
‘ ES decal ha 5,0 3,74 0 . 8,00 6.64 


GemaB ihrer geringeren Alkaliempfindlichkeit zeigen die Unter- 
schiede der BLSZ. bei der Glucose die héchsten Werte. Bemerkenswert 
ist ferner, daB die Verzégerung im Beginn der Zucker-Cyankalium- 
reaktion bei Zusatz von Monokaliumphosphat, auch in der muta- 
rotierenden Lésung auftritt, was mir die Annahme einer Komplex- 
bildung zu stiitzen scheint. ‘ 

Weiter erscheint die Feststellung nicht unwichtig, daB bei Zusatz 
von Phosphatmischung die Veranderungen der BLSZ. zwar starker 
sind als in der reinen mutarotierenden Zuckerlésung, aber schwacher 


als bei Zusatz von Monokaliumphosphat allein. 15 ccm einer Phosphat- 
mischung pa = 7,0 (3,5 Millimol KH,PO, und 7,6 Millimol Na,H PO,) 
bewirkten in einer Lésung von 5 g mutarotierender «-Glucose im Mittel 
eine Steigerung der BLSZ. von 14,84 auf 16,04, in einer ebensolchen 
Lésung von /-Glucose eine leichte Senkung auf 14,54. 
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Zur Erganzung dieser Befunde erscheint die Untersuchung des optischen 
Verhaltens mutarotierender Zuckerl6sungen notwendig, und zwar bei Zusatz 


von Cyankalium allein (vgl. 27), von Cyankalium + Monokaliumphosphat, 
von Monokaliumphosphat allein und von Phosphatgemisch allein. Vorlaufig 
liegen nur «a-Glucoseversuche vor. Die Reaktionsbedingungen in den 


Versuchsreihen mit Cyankalium entsprachen genau jenen der BLSZ. 
Versuche. Das Lésen der Glucose, die Mischung mit den Zusatzen, dic 
Erganzung zu 120 cem usw. geschah derart, da® die erste Ablesung méglichst 
genau mit dem Ende der zweiten Minute zusammenfiel. 





ig 27,76 Millimol Glucose eben gelist in 120 ccm 

bei Gegenwart von 

Zeit 

KCN KCN +KH,PO, 
5,15 Millimol 5,15 + 4,0 Millimol 
on. [a] — 64,72 [<],, — 99,78 
hapa ae ; [a] p 53.81 [<]p 88.91 
ee 1 eros [<]p 52,24 [a], 78,61 
. > ered ; [<«], = 51,40 [<]p 72,56 
Sa SS See [«] = 50,91 [«],) — 66,72 
Se aim 4 — |p 48,66 l<]p 54.44 
30 , nina & [a], = 47,20 [a] = 50,24 
ee ee [«] == 46,37 [@]) — 47.77 
Pa : le] = 41,50 


Bei den Versuchen ohne Cyankaliumzusatz wurde die eben geléste 
a-Glucose nach Zusatz des Phosphats zu 100 cem ergénzt und der Ablauf 
der Mutarotation unter Anwendung der Geschwindigkeitsformel von 
Levy (67): C 1/t, — t,. log (B, — y/P, — yp) gepriift, wo B, f, die den 
Zeiten t,t, entsprechenden Drehungswinkel und q@ die Enddrehung be 
zeichnet. In der folgenden Tabelle entsprechen die Zahlenreihen unter C 
diesen Werten. 





5g = 27,76 Millimol Glucose zu 100 cem eben gelist unter Zusatz von 
15 cem 
Salt tii oe Pu 995 Zeit 3,69 Millimol KH, PO, 
3,5 KH, PO, + 7,6 NagHPO, 
Min Drehungswinkel Cc Min. Drehungswinkel ( 
ty 3 By 8,419 t, 6 || 2, 10,703 
ty 5 By 7,236 0.1005 ty 8 || Bo 10,621 0,003 31 
te 10 8, = 6,909 0,0887 ty 9 By 19,494 0,005 70 
tp = 20 B, = 5855 | 0,827 | t, 11 2, — 10.212 0,008 26 
ty 30 By = 5,236 ty 13 By 10,939 0,908 12 
be 50 q 5,227 ty 20 3 9.466 0,00804 
ts 36 By 8,375 0,998 13 
ty 66 ay 7.066 0,008 06 
ty 86 dy 6,475 0,098 25 
te 106 ay 6.085 0,008 33 
ty 360 q 5,290 
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Bei Gegenwart von Phosphatmischung ergibt sich keine Konstanz 
von © offenbar im Zusammenhang mit der spezielien Wirkung der 
sekundéren Phosphationen auf die Mutarotationsgeschwindigkeit (63). 
Beim Monokaliumphosphat tritt nach anfanglicher Verzégerung erst 
von etwa der zehnten Minute an Konstanz von C auf. Nach Worley 
und Andrews (68) zeigt die reine wasserige «-Glucoselésung eine an- 
fangliche kurzdauernde Verzégerung, die /-Glucoselisung entsprechend 
eine Beschleunigung der Mutarotationsgeschwindigkeit, jedoch erst 
bei 0° nachweisbar. Sie fiihren diese Erscheinung auf das Auftreten 
unbekannter Ubergangsformen zuriick. Durch Methylalkohol 1aBt 
sich die anfaingliche Verzégerung bis auf eine Stunde Dauer ausdehnen. 
Der unter Monokaliumphosphatwirkung auftretende Mutarotations- 
ablauf ist offenbar eine Parallelerscheinung zu den zitierten Befunden. 
Die Verzégerung zeigt bereits bei Zimmertemperatur eine gréBere Aus- 
dehnung. Mit diesem Verzégerungsintervall der Mutarotationsgesch win- 
digkeit fallt der Hauptsache nach jenes Intervall der anfinglich ver- 
zogerten und dann maximal beschleunigten Cyanhydrinbildung zu- 
sammen, das auf Monokaliumphosphatzusatz in der mutarotierenden 
Liésung mit entsprechend erhéhten Werten auftritt. Sie bedeutet wohl, 
daB nun die Umwandlung der ,,Ubergangsform* weniger schnell erfolgt 
bzw. diese linger und also in gréBerem Umfange erhalten bleibt. Ein 
solches Zucker-Cyankalium-Primarphosphatgemisch zeigt seinerseits 
(vgl. die Tabelle) einen wesentlich langsameren Riickgang der Muta- 
rotation als das Zucker-Cyankaliumgemisch. Da nun dem langsameren 
tiickgang die héhere BLSZ. entspricht, in der Reihenfolge: KCN 

KH,PO, > KCN + KH,PO, + Na,HPO, > KCN, so folgt, daB 
um so mehr blauséiurebindende oder N-Form vorhanden sein muB, je 
mehr man sich dem Anfangswert der Mutarotation nahert, daB also 
die N-Form im Moment des Lésens des Zuckers in maximaler Menge 
auftritt, ohne deshalb im kristallisierten Zucker vorgebildet sein zu 
miissen. Halt man dies mit den obigen Befunden zusammen, so folgt 
ganz zwanglos, daB die N-Form der ,,Ubergangsform‘‘ von Worley 
und Andrews entspricht. 

Dies gilt zunachst, wenn man von der mutarotierenden «-Form 
ausgeht. Fir die entsprechende f-Form kehrt sich das Ungleichheits- 
zeichen der obigen Reihenfolge um. Der Gleichgewichtswert der BLSZ. 
ist dann der héchste Wert der Reihe. Gegeniiber der Gleichgewichts- 
lésung nimmt also die Konzentration der blausaurebindenden Form 
bzw. die Blausiurebindung standig ab und mibte im Ausgangspunkt 
der Mutarotation, also im Moment des Lésens der f-Form ein Mini- 
mum sein. 

Mit dem Mitgeteilten laBt sich nur gezwungen die haufig gemachte 


. . s . . . 
Annahme vereinigen, da der Ubergang der beiden Pyranosen ineinander 
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durch Ring6ffnung unter Zwischenschaltung der offenen Aldehydform 
erfolgt, demnach die Mutarotation nach dem Schema: 
a-Form —~ N-Form => f-Form 

verlauft. Nimmt man nur eine ,,spontane” aktive N-Form als existierend 
an, so tritt diese offenbar dem Verhalten der BLSZ. gemaB, vorwiegend 
zur a-Form in Beziehung, in diese iibergehend und aus ihr sich bildend: 
die beiden Pyranosen gehen direkt, ohne Ringéffnung, ineinande: 
iiber; in der /-mutarotierenden Lésung kénnte sich die N-Form auch 
nach MaBgabe der «-Form bilden, die aus der #-Form hervorgeht. 
Die Mutarotation verlief dann nach dem schon von Sleyer und 
Schmidt (55) (56) aufgestellten Schema: 


N-Form <> «-Form — p-Form, 


das aber insofern nicht entsprechend sein kann, als keineswegs aus- 
schlieBlich oder uberwiegend N-Form im Moment des Lésens auftritt. 
Daher wird die Annahme eines Dreieckschemas [vgl. Riiber, Minsaas 
und Lyche (9)| notwendig, wobei die Geschwindigkeitskoeffizienten in 
der Richtung von der N Form zur §-Form um so mehr sich dem Nullwert 
nihern, je weniger die Reaktionsbedingungen den optimalen Be- 
dingungen fiir die Existenz der f-Form entsprechen. 

Wiederholt hat sich im Laufe dieser Untersuchungen die Vor- 
stellung aufgedrangt, daB bei den Umwandlungsreaktionen der Zucker 
vier Formen beteiligt sind. Wesentlich naihergeriickt wird sie, wenn 
man das Verhalten der BLSZ. in den mutarotierenden Lésungen mit 
den Befunden von Worley und Andrews beziiglich der «- und f-Modi- 
fikation zusammenhalt. Dann ergibt sich, wie friiher fiir die «-Form- 
nunmehr auch fiir die f-Form die Gegenwart einer aktiven Form, die 
im wesentlichen zu der letzteren Pyranose in Beziehung steht, wesentlich 
iri diese iibergeht bzw. aus ihr hervorgeht. Es folgt dann das Schema: 


s— 


N,-Form => «-Form => f-Form — Nj,-Form. 


Der N,-Form miiBte man ein geringeres Blausiurebindungsvermégen 
als der N,-Form, eventuell eine geringere Anfangskonzentration 
zuschreiben. Schreibt man beiden N-Formen Blauséurebindung zu, 
dann miissen beide nach unserer Auffassung offene Carbonylformen, 
aber von verschiedener konfigurativer Beschaffenheit, also stereoisomer, 
sein und in entsprechender sterischer Beziehung zu den zugehérigen 
Pyranosen stehen. Richtiger bzw. allgemeiner diirfte auch hier mit 
Riiber, Minsaas und Lyche (9) die Annahme eines Viereckschemas sein, 
wonach auch der direkte Ubergang der beiden offenen Formen inein- 
ander méglich ist. Ob vielleicht in bestimmten Fallen die ,,vierte™ 
Form als ,,labile‘’ Ringform, etwa als Furanose, auftritt, was wieder 


auf die Gegenwart nur einer blauséurebindenden Form hinausliefe, 
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laBt sich selbstverstandlich durch die vorliegenden Untersuchungen 
nicht entscheiden. 

Zum SchluB sollen noch ganz kurz einige aus biologischen GCesichts- 
punkten heraus unternommene Versuche angefiihrt werden. Wahrend 
Arginin eine Alkaliwirkung auf die BLSZ. nicht erkennen 1aBt, zeigt 
Guanidin diese in ausgesprochener Weise auch bei Gegenwart von Phos- 
phatmischung. Die Guanidinversuche galten, als orientierende Versuche, 
eigentlich der Muttersubstanz des Synthalins und des Synthalins B*. 
Beide, obwohl sie noch relativ starke Alkalien sind, gaben im allgemeinen 
eine geringe Steigerung der BLSZ. auch bei Gegenwart von Phosphat. 
Doch ist aus mehreren Griinden noch nicht ohne weiteres zu entscheiden, 
ob die letztere von den Synthalinen als solchen herriihrt. Dagegen 
verliefen Versuche mit Insulin und Thyroxin' unter passenden Bedin 
gungen negativ, auch bei Gegenwart von Phosphat oder Aminoséure. 

Nur andeutungsweise sei im AnschluB an die vorliegenden Unter- 
suchungen in biologischer Hinsicht auf das Folgende hingewiesen 
Der biologisch wichtigste Zucker, die Glucose, weist jene zur x-Pyranose 
in Beziehung stehende N-Form in geringster Konzentration aut. Von 
der Fructose abgesehen, sinkt, wenigstens fiir die hGheren Organismen, 
die biologische Wertigkeit im Vergleich zum Traubenzucker, z. B. die 
Resorptionsgeschwindigkeit, die energetische Vetretbarkeit, die Be- 
ziehung zur Glykogenbildung usw. (vgl. 74), von der Galaktose zur 
Mannose ab, also parallel der steigenden Fahigkeit, jehe N-Form zu 
bilden bzw. mit deren héherer Konzentration in der Gleichgewichts- 
lésung. Demnach erschiene jene ,,spontan‘ entstehende offene, aktive 
N-Form dem Organismus gegeniiber von geringer Aktivitaét. Vielleicht 
vermittelt sie gewisse Syntlesen. Hier ist auch noch besonders auf die 
Anderungen der N-Form-konzentration mit den px-Anderungen hinzu- 
weisen, die unter Umstanden bei der Glucose zu einer nicht unwesent- 
lichen Konzentrationssteigerung jener ,,primaren“, spontanen, fiir den 
Zuckerabbau nicht direkt in Betracht kommenden Form bedingen kann. 

Andererseits ist die Fructose dem Traubenzucker in -biologischer 
Hinsicht nahezu gleichwertig, bzw. es spielt die Umwandlung von 
Glucose in Fructose und umgekehrt im Zuckerstoffwechsel eine sehr 
wichtige Rolle. In dieser Richtung sind offenbar die Phosphate von 
groBter Bedeutung, indem sie, wie gezeigt werden konnte, die Keto- 
enoltautomerie einleiten, die auch ohne Veresterung schon zur Fructose- 
bildung fiihren kann und durch die letztere in gréBerem Umfange 
fixiert wird (vgl. auch 77). 





1 Dem hiesigen Institut fiir experimentelle Pathologie (Vorstand 
Prof. Biedl) bin ich fiir die Uberlassung entsprechender Versuchsmengen 
(Insulin und Thyroxin), ebenso wie den Firmen bzw. ihren Prager Vet 
tretungen: Meister, Lucius u. Bayer; ,,Pharmaka‘‘ Sperk u. Prochaska 


(Candiolin), Schering, Kahlbaum; Brosche (Synthalin) zu besonderem Danke 
verpflichtet. 
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Ferner erlauben die mitgeteilten Befunde wohl den SchluB, dal 


Aminoséuren und Eiweif in analoger Richtung wie das Phosphat 
wirken kénnen, um so mehr, als auch ein Zuckerabbau ohne Vermittlung 
von Phosphat nachgewiesen zu sein scheint (87) (88). Der Zucker 
abbau steht also zu einer sozusagen ,,sekundir‘ entstehenden aktiver 
Form in Beziehung, die ihrerseits wieder eine Komplexbildung gewisse: 
Substanzen mit dem Zucker voraussetzt. 


Zusammenfassung. 


Jede (Reduktion und Mutarotation zeigende) Hexose oder Biose 
besitzt ein bestimmtes Blausdurebindungsvermégen. Unter gleichen 
Versuchsbedingungen ergibt sich hieraus eine fiir jeden Zucker konstante 
charakteristische Blausiurebindungsgr6éBe, die ,, Blausaiurezahl** (BLSZ.) 
Diese steigt in der Reihe der Hexosen von der Glucose iiber die Fructose 
und Galaktose zur Mannose betrachtlich an. Sie ist ein MaBstab fiir 
die Verschiedenheiten der Gleichgewichtslésungen der Zucker in bezug 
auf ihren Gehalt an ,,primaren“, ,,spontanen*’, aktiven, offenen Carbony! 
formen, sogenannten N-Formen, sowie fiir die verschiedene Bildungs- 
tendenz, Bestandigkeit und ,,Aktivitat** der letzteren. 

Jede Gleichgewichtslésung eines Zuckers enthalt also mindestens 
drei, wahrscheinlich auch vier durch eine Gleichgewichtsbeziehung 
verkniipfte stereoisomere Formen. Die Lage des Gleichgewichtes ist 
durch den pu des Milieus bestimmt. Entsprechende Anderung des 
letzteren fiihrt zu einer Steigerung der BLSZ., also zu einer Gleich- 
gewichtsverschiebung nach der Seite der N-Form, jedoch nur bis zu 
einem Maximum, dessen Hohe und zugehériger py unter sonst gleichen 
Bedingungen fiir jeden Zucker verschieden ist. Ausgesprochen saure 
Reaktion hebt die Blausiurebindung, also auch die Existenz der N-Form 
auf, stark alkalische Reaktion bringt sie jedoch nicht véllig zum Ver- 
schwinden. Die Gleichgewichtsst6rung durch Bindung von N-Form 
(z. B. HCN-Bindung) fiihrt zu deren fortschreitender Neubildung aus 
den Ringformen. 

Gegeniiber den Gleichgewichtslosungen ist in den mutarotierenden 
Lésungen der «-Formen die BLSZ. bzw. Blausaiurebindung stets er- 
héht, in jenen der §-Form stets erniedrigt, um so mehr, je mehr durch 
Erniedrigung der O H-lonenkonzentration die Mutarotationsgesch windig- 
keit herabgesetzt ist. Parallel dazu ist also der Gehalt an N-Form 
erhéht bzw. vermindert, mute also im Anfangsmoment der Loésung 
ein Maximum oder Minimum sein. Nimmt man zwei stereoisomere. 
aus den entsprechenden Pyranosen heryorgehende N-Formen an, so 
kann auch verschiedenes Blauséurebinduigsvermégen mabgebend sein 
Der Mutarotationsvorgang besteht also aus dem Ubergang der N-Form 
bzw. der N-Formen in die entsprechenden Pyranosen und aus dem 
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direkten Ubergang der Pyranosen ineinander (monomolekularer ‘T'ypus). 
Er ist entsprechend durch ein Dreieck- bzw. Viereckschema darzustellen, 
nach denen auch Stérungen des einmal eingestellten Gleichgewichtes 
verlaufen. 

Alkali in gréBerer Konzentration erniedrigt die BLSZ. einerseits 
durch py-Verschiebung (Zuriickdrangung der N-Form), andererseits 
durch Glucosatbildung (Bindung des Aquivalenten Zuckeranteils). 
Dieses ist hydrolytisch gespalten (nicht vélliges Verschwinden der 
BLSZ. bei AlkalitiberschuB). Die Bindung des Alkalis erfolgt ohne 
tingéffnung (Ringverschiebung?). Auch bei langer dauernder Alkali- 
einwirkung auf Glucose bleibt trotz kontinuierlichen Drehungsabfalles 
die anfangliche Senkung der BLSZ. konstant. Nach der Neutralisation 
zu irgendeinem Zeitpunkte erfolgt Anstieg der Drehung nach Art eines 
Mutarotationsvorganges und Anstieg der BLSZ. iiber den Normalwert 
hinaus. Entsprechend dem noch unveranderten Glucoseteil wird die 
anfingliche Gleichgewichtsverschiebung in der Richtung der #-Form 
rickgingig gemacht, und unter Beteiligung der gebildeten Fructose 
stellt sich ein neues Gleichgewicht ein. 

Analog der Glucosatbildung fiihrt auch Komplex- oder Addukt- 
bildung zur Ketoenoltautomerie, zur Ketosebildung, also zur Bildung 
einer ,,sekundaren“ aktiven Form. In diesem Sinne wirkt Dinatrium- 
phosphat. Bei nur geringfiigiger Drehungsinderung bewirkt es ein 
langsames kontinuierliches Ansteigen der BLSZ. mit seiner Konzentra- 
tion. An der nur unwesentlich zuriickgedraingten ,,primaren‘* N-Form 
wirkt sich die Ketoenolumlagerung vorwiegend aus. Wo die letztere 
wegfallt, wie bei der Fructose, ist unter gleichen Bedingungen die Er- 
héhung der BLSZ. weitaus bedeutender. Die (leicht reversible) Komplex- 
bildung erzeugt bzw. begiinstigt die Fructose-N-Form. Die irreversible 
Fixierung dieses Zustandes durch Veresterung bedingt darum bei den 
Hexosephosphorséuren hohe BLSZ. 

Zucker-Aminosaureaddukte zeigen gleichfalls eine mit der Kon- 
zentration der Aminosiure ansteigende BLSZ.-Erhéhung. Aquivalente 
Mengen bewirken gleiche Steigerungen. LEiweif wirkt in analogem 
Sinne steigernd. Ist bei den Aminosiuren Ketoenolumlagerung bzw. 
Ketoseentstehung auf Grund der Adduktbildung als Ursache an- 
zunehmen, dann muB Ahnliches auch fiir das EiweiB gelten. 

Primares Phosphat erzeugt in einer mutarotiernden Glucoselésung 
eine anfangliche Verzégerung der Mutarotationsgeschwindigkeit. Eine 
Parallele zu den Befunden von Worley und Andrews. 


Experimenteller Anhang. 


Mit Riicksicht auf die erwahnte Modifikation zur Erzielung einer 
méglichst kurzen Reaktionszeit, in Hinsicht auf einige weitere Erfahrungen 
und ferner darauf, daB einzelne Details der Methodik an verschiedenen 
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Stellen niedergelegt sind, sei diese in Kiirze iibersichtlich zusammengefaBt. 
Demnach geschieht die Ermittlung der normalen BLSZ. irgendeines Zuckers 
wie folgt: 

Genau gewogene 5g des Zuckers werden in einem weithalsigen MeB 
zylinder zu genau 90cem gelést und zur Einstellung des Gleichgewichts 
16 bis 24 Stunden beiseite gestellt'. Der zur Bestimmung nétige Destilla 
tionsapparat besteht aus einem Jenaer Rundkolben zu 500 cem mit ein 
geschmolzenem, nicht zu weitem, médglichst dem Kolbenhals genaihertem 
Gaseinleitungsrohr, einem eingeschliffenen RiickfluBkiihler mit Kiihlrohr 
aus Jenaer Glas, sowie zwei durch ein doppelt gebogenes Verbindungsstiick 
angehingten Absorptionswaschflaschen, auf die 50ccem 10°,ige KOH 
(Kalium hydrox. puriss. pro analysi Werck), entsprechend ihren Dimensionen 
etwa im Verhdaltnis 35: 15cem, verteilt sind. In den védllig trockenen 
Destillationskolben werden aus geeichter Biirette 20 ccm etwa n/4 nicht 
mehr als etwa 1 Woche alter KCN-Lésung (Kalium cyanat. Merck, etwa 
98 bis 100°’. ig.) ohne Nachspiilen mit Wasser eingemessen, der Kolben 
verschlossen und in ein Wasserbad von 19° eingesenkt. Die Zuckerlésung im 
Zylinder, gleichfalls auf 19° temperiert, wird genau mit Beginn einer Minute 
moglichst rasch, ohne Benetzung besonders des Schliffes, in die KC N-Lésung 
gegossen, umgeschwenkt, der Zylinder mit 10 cem Wasser nachgewaschen, 
der Kolben ohne Nachspiilen wieder verschlossen, einige Zeit im \, sserbad 
umgeschwenkt und durch 10 Minuten bei 19° belassen. Das .,Reaktions 
volumen‘ betragt also 120 cem. Genau am Ende der zehnten Minute wird 
eine vorbereitete Lésung von 40 g Weinsaure (Acid. tartar. puriss. Ph. VIII) 
in 70cem Wasser hinzugefiigt, der Weinsaurekolben mit 10 ccm Wasse1 
nachgewaschen, der Kolbenhals abgespiilt und der Kolben sofort an den 
Kiihler angefiigt. Werden diese Operationen entsprechend und im richtigen 
Tempo ausgefiihrt, so darf der HCN-Verlust einige hundertstel Kubik 
zentimeter n/10 nicht tibersteigen. Aus dem nunmehr etwa 200 cem be- 
tragenden Kolbeninhalt (mit etwa 20”°,, Weinsaure) wird unter Vorschalten 
einer KOH-Waschflasche (Landsiedel-Kaliapparat von etwa 150 ccm 
Inhalt) die Blausiure unter Durchleiten von CO,-freier Luft ausgetrieben. 
Bei vollem Sieden des Kolbeninhalts sollen etwa 30 bis 40 Blasen in der 
Minute den Kaliapparat passieren. Nach 2 Stunden vom Beginn des Siedens 
an wird dieses unterbrochen, der Inhalt der beiden Absorptionswaschflaschen 
unter Nachwaschen mit 100 cem Wasser in einem Kolben vereinigt und 
nach Zusatz von 1 cem 5°. iger J K-Lésung mit etwa n/10 AgNO,-Lésung 
nahe bis zum Endpunkt titriert, hierauf unter Abspiilen etwa 12 ccm 2 n 
NH, und 20 cem Wasser zugefiigt und die Titration beendet. Das Volumen 
beim Ende der Titration betragt also etwa 200 ccm (86). Ganz analog 
wittl bei der Titerstellung der KC N-Lésung verfahren. 

Zur méglichsten Abkiirzung der Reaktionszeit ohne besondere Apparatut 
wurde an einer in den Kolbenhals passenden gewoéhnlichen Eprouvette 
der Boden méglichst verdiinnt, in diese die 20 cem Cyankaliumlésung ein- 
gemessen und auf 19° temperiert. Im Kolben befand sich die aus dem 
Zylinder eingefiillte, mit dem Waschwasser 100 cem betragende, auf 1° 
temperierte Zuckerlésung; der Boden der in den Kolben bzw. die Zucker- 
lé6sung eingefiihrten Eprouvette wurde durch leichtes AufstoBen zertriimmert 
(das AusflieBen erfolgt fast momentan), médglichst kurz umgeschwenkt, 
sofort die vorbereitete Weinsaiurelésung zugefiigt, die Eprouvette etwas 


! Beschleunigung der Einstellung durch Erhitzen oder Zusatz kleine! 
Mengen Alkalis bedingt UnregelmaBigkeiten der BLSZ. 
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abgespiilt und dann weiter wie. oben verfahren. Bei entsprechender Aus- 
fiihrung kann die Zeit vom Zertriimmern des Eprouvettenbodens bis zum 
KingieBen der Weinséurelésung mit maximal 2 Sekunden bemessen werden. 
Auch hier sollen bei richtiger Ausfiihrung die HCN-Verluste nicht gréBer 
sein, als oben angegeben. 

Beziiglich weiterer Einzelheiten sei nur noch betont, daB bei Zusatzen 
‘von 120 cem in den hier zahlen- 
maBig mitgeteilten Cyankaliumversuchen stets eingehalten wurde, des 
gleichen die Reaktionstemperatur von 19°. Demnach wurden die Zusitze 
entweder in der Zuckerlésung direkt gelést, oder die auf 19° temperierten 
Volumina der Zucker- und der Zusatzlésungen wurden entsprechend be- 


zur Zuckerl6sung das ,,Reaktionsvolumen‘ 


messen. Ferner wurde in den meisten dieser Versuche eine langere Ein- 
wirkung der Zusaétze auf den Zucker vermieden, also die Kombination 
unmittelbar nach Lésung oder Mischung der Cyankaliumlésung zugefiigt. 
Bei Herstellung der mutarotierenden Loésungen befand sich der Zucker 
im trockenen Zylinder, das Lé6sungswasser und die Zusatzl6sungen waren 
auf 19° temperiert. 

Vom mittleren Titer der Cyankaliumlésung von 51,5cem n/10 HCN 
fiir 20 ecem sollte nach oben oder nach unten um nicht mehr als 0,2 cem 
n/10 HCN abgewichen werden, weil gréBere Abweichungen die BLSZ. 
bereits C,atlich beeinflussen. 

Jedes zu den Versuchen verwendete Zuckerpraparat mu8 beziiglich 
seiner BLSZ. gepriift werden. So lagen Praparate von Saccharum amyla- 
ceum puriss. anhydricum Merck vor, die z. B. BLSZ. von 8,44 und 8,72 
im Mittel aus mehreren Bestimmungen ergaben, also offensichtlich Trauben- 
zuckerhydrat enthielten. Nach langerem Trocknen iiber P,O,; ergab das 
zweite Praparat eine BLSZ. von 9,00. Dasselbe Praiparat zeigte vor dem 
Trocknen eine spezifische Drehung (c 5, | = 2) von [a]p = 52,61 nach 
dem Trocknen eine solche von [«]p 52,47. Man sieht, daB die BLSZ. 
unter Umstanden geeignet ist, den Drehungswert wirksam zu kontrollieren. 
Es fanden sich auch Praparate, die tiber die Normalzahl hinausgehende 
BLSZ.-Werte von 9,2 und 9,3 zeigten. 
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238, 1930. 88) Dieselben, ebendaselbst 195, 101, 1931. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. 


X. Mitteilung: 


Autokomplexkoazervation von Triolein, Cholesterin oder Olsiure enthaltenden 
Lecithinsolen und ihre Bedeutung fiir die Biologie. 


Von 
H. G. Bungenberg de Jong und R. F. Westerkamp. 


( Eingegange n am 22. Mdrz 19 32.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 
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3. Autokomplexkoazervation (-Flockung) der triolein-, 6lsiure- und 

cholesterinhaltigen Sojabohnen-Lecithinhydrosole ...... . 311 
4. Spezifische Neutralsalz-Einfliisse bei der Autokomplexkoazervation 

der Zusatze enthaltenden Sole von gereinigtem Sojabohnenlecithin 317 
5. Autokomplexkoazervation (-Flockung) der triolein-, 6lséure- und 


cholesterinhaltigen Ejilecithinhydrosole .......... =. =. 320 
6. Beeinflussung von 3. durch andere anwesende Neutralsalze . . . 324 
7. Beeinflussung von 5. durch andere anwesende Neutralsalze . . . 327 
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konzentrationen auf 3. . . : er a Oe ee a ee 


9. Die Ausnahmestellung der Lecithinautokomplexkoazervation . . . 332 


Ee ee ae ee ee ee ee a 


1. Einleitung. 

Die vorliegende Arbeit schlieBt sich unmittelbar an die vorher- 
gehende Mitteilung LX' an, deren Inhalt als bekannt vorausgesetzt 
wird. Es wird gezeigt werden, dab die bei der Solbereitung einverleibten 
Stoffe Triolein, Cholesterin und Olsiure sowohl beim Sojabohnen- als 
auch beim Eilecithin die Bereitschaft jener Lecithinsole zur Auto- 
komplexkoazervation mit niedrigerwertigen Kationen herbeifiihren. 


t H.G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkamp, diese Zeitschr. 248, 
131, 1932. 
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Das Verhalten dieser Sole weicht in grundsatzlicher Beziehung nicht 
von dem in Mitteilung IX beschriebenen ab, wo jene Bereitschaft 
aber mittels wasserléslicher (gut bis sparlich) organischer Substanzen 
herbeigefiihrt wurde. Was die Nebenwirkungen auf die Kationen- 
adsorption betritft, so schlieBen die obengenannten Stoffe sich etwa an 
die dort unterschiedenen Falle A. oder B. (Resorcin, Choralhydrat, 
Menthol, Anilin) an, dagegen nicht an C. (Alkohol, Aceton, Athyllactat) 
Die nichstfolgende Mitteilung XI dieser Reihe wird iiber die Auto- 
komplexkoazervate des Lecithins selbst handeln, die in mehr als einer 
Hinsicht besondere und dazu vielfach verwickelte Verhaltnisse auf- 
weisen. Dort wird auch aut ihre Bedeutung fiir die Biologie nahet 
eingegangen werden. 


2. Ubersicht iiber die hergestellten Lecithinsole. 


Wir benutzten dieselben beiden Handelspriparate, die in der vorher- 
gehenden Mitteilung IX als Ausgangsmaterial dienten: 


Lecithinum purum Riedel (Sojabohnenlecithin), 
Lecithin aus Eigelb Schering-Kahlbaum, A.-G.., 


und unterwarfen (auBer fiir Sol 15) die fiir die Solherstellung verwendete 
Menge derselben vorangehenden Reinigung, wie sie dort in ihren Einzel 
heiten beschrieben ist. Fiir die Herstellung der triolein-, 6lsaure- und chole- 
sterinhaltigen Lecithinsole wird eine abgewogene Menge dieser Stoffe in 
der etwa 5° igen alkoholischen Lésung des gereinigten Lecithins gelést 
und diese Lésung auf die frither beschriebene Weise bei 80° unter starkem 
Riihren in die vierfache Menge destillierten Wassers eingeriihrt. 

Im folgenden beziehen sich die Angaben fiir hinzugefiigtes Triolein usw. 
auf das in der athylalkoholischen Lésung sich befindende Lecithin. (Also 
bedeutet die Bezeichnung ,,50°,, Triolein‘*, daB auf je 1g Lecithin 0,5 ¢ 
Triolein gelést wurden.) 

Da das gereinigte Eilecithin keine in kaltem Alkohol unldéslichen 
Anteile entha!t, ist die in der etwa 5°,igen alkoholischen Lésung vor- 
handene Lecithinmenge sofort bekannt. 

Beim Sojabohnenlecithin lést sich die Hauptmenge des gereinigten 
Praparats beim Erwarmen auf 60°, wahrend bei der folgenden Abkiihlung 
auf Zimmertemperatur sich eine gewisse Menge wieder abscheidet und am 
Glase absetzt. Die Lésung wird filtriert und ihr Gehalt an Lecithin nun 
durch Subtraktion der am Glase haftenden Menge (durch Beseitigung des 
anhaftenden Alkohols im Vakuum bei 80° getrocknet) von der Anfangs- 
menge des trockenen gereinigten Lecithins erhalten. In der alkoholischen 
Lecithinlésung wird nun die berechnete Menge Triolein usw. heiB gelést 
und zur Soldarstellung verwendet. Nach der Solherstellung wurde im 
Sterndialysator bei 6° der Alkohol entfernt. 


Wenn die zugegebene Menge Triolein usw. nicht zu groB ist, so ergeben 
sich Sole, die in bezug auf die Durchsichtigkeit sich nur wenig von den 
Lecithinsolen ohne Zusatz unterscheiden. Bei Uberschreitung einer Grenze 
nimmt aber die Opaleszenz stark zu. 
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ht Einen Eindruck von dieser Opaleszenzzunahme gibt die letzte Spalte 
von Tabelle I, in der die Lichtabsorptionen in Prozenten der zehnfach mit 

















ft . ‘ = 
destilliertem Wasser verdiinnten dialysierten Sole in einer Schichtdicke 
Pn von 10mm angegeben sind. 
li- vs . " ~ . 
Fir die Herstellung von Sol 15 (nicht vorher gereinigtes Sojabohnen 
in) lecithin) wurde wie folgt gearbeitet: 3g Lecithin wurden kalt mit 30 cem 
it. Athylalkohol geschiittelt, wobei eine gewisse Menge sich ungelést am Glase 
) absetzte. 25 cem der filtrierten Lésung wurden bei 80° in 225 cem destilliertes 
Wasser eingeriihrt und wahrend 18 Stunden bei 20° in Kollodiumhiilsen 
) eae . . 
gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert. 
er ey . ° 
f In der Ubersichtstabelle I sind die Daten der verschiedenen in dieser 
f - ; ' 
Arbeit verwendeten Solindividuen zusammengestellt. 
el 
Tabelle J. 
Ubersicht iiber die verwendeten Sole. 
r- ‘2 5 = S 
Saad i . = | A 4 
Fiir die Solherstellung zs = aa bh : 
verwendetes Lecithin 2 = = 3 = Z 
: N 35 bs = 
Z Z = e 
N a » 
¢ 
| Nicht gereinigtes 
Sojabohnenlecithin 15 18 0,50 050 > < 05 
in Gereinigtes 
t Sojubohnenlecithin 10 - _ 24 049 O49 <05 
= Dasselbe 16 Triolein 30 48 0,41 032 <05 
17 _ 50 48 0.53 0.35 |< 0.5 
* 18 i 50 36 067 044 <O5 
v. * 19 Olsaure 50 48 0.75 0.50 |< 05 
Oo » 20 68 48 2 ee Yee * 05 
g ‘ 21. + Cholesterin 10 24 0,57 | 0,52 |< 0,5 
ff 99 m 40 48 0.75 0,54 
Gereinigtes Eilecithin 14 - - 48 1,28 1,28 
n re 23 Triolein 50 48 1,08 0,72 
- . 24 Olsiure 30 48 1,77 1,11 
+ Triolein 30 
; 25  Cholesterin 50 48 1,63 1,09 11,5 
1 
g * Die Sole Nr. 10 und 14 sind schon ausfiihrlicher in der vorhergehenden Mitteilung IX 
n untersucht worden. 
n ** Berechnet aus Spalte 4 und 6, unter der Annahme, dafi der Zusatz nicht merklich 
lislich ist und sodann darauf bei der Dialyse nicht entfernt wird 
” *** Das Trockengewicht wurde infolge eines Bruchs leider nicht bestimmt 
n . . . 
t 3. Autokomplexkoazervation (bzw. -flockung) und Umladung der triolein- 
n élsiure- und cholesterinhaltigen Sojabohnenlecithinsole. 
a) Das nicht gereinigte Sojabohnentlecithin. 
n 
n Es wurden Flockungsreihen angesetzt von der Zusammensetzung: 
e 2cem Sol15+ 18cem Neutralsalzlésung. Dieselben wurden nach 


3 Stunden gemessen, Abb. 1 A. Nur Hexolsalz, Luteokobaltchlorid und 
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Calciumchlorid ergeben Ausflockungstrajekte, das Natriumchlorid bringt 
bis in die héchste untersuchte Konzentration (3600 Milliaquivalente) keine 
Flockung, selbst keine Opaleszenz hervor. Auf den ansteigenden Asten 
ist die Ladung negativ, auf den absteigenden positiv. Es finden somit 
mit den drei genannten Salzen Umladungen statt, und die Ausflockung 
muB daher den Charakter einer Autokomplexflockung haben. 
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Abb. 1. 


Die Bereitstellung des Sojabohnenlecithins zur Autokomplexkoazervation mit niedrigerwertigen 
Kationen durch Triolein (C und PD) bzw. fettahnlichen Substanzen unbekannter Art (nicht 
gereinigtes Priparat) (A). Das gereinigte Lecithin (B) gibt nur mit Hexolsalz ein Ausflockungs 
trajekt. Die bei der Solbereitung zugefiigte Zusatzmenge, bezogen auf die zur Solbereitung 
verwendete Lecithinmenge ist in jeder einzelnen Abbildung angegeben. 


Ordinaten: Lichtabsorption in °|o. 
Abszissen: Logarithmen der Neutralsalzendkonzentration in Aquivalenten fiir 1 Liter 


Wahrend bei Zimmertemperatur mit Caleciumchlorid nur Fléckchen 
entstehen. erfolgt bei 37° die Abscheidung von gut fliissigem Koazervat- 
trépfchen, abgesehen von einem Mitteltrajekt von Konzentrationen (vgl. 


Tabelle I1). 
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Tabelle II, 





Calciumchlorid-Endkonzentration ' , 
; : ‘pan Mikroskopische Untersuchung nach 3 Stunden bei 37 
Milliiquivalente 


20 Sehr kleine flissige Koazervattrépfchen 

30 Grobe, gutfliissige Koazervattropfen. 

40 Grobe, gutfliissige Koazervattropfen. 

60 Abgerundete zusammengebackeue Kliimpchen 
80 Abgerundete zusammengebackene Kliimpchen. 
100 Ebenso, aber schon deutlich fliissiger. 

140 Noch fliissiger. 

300 Flissige Koazervattroépfchen. 


Bei 20, 30, 40 und 60 Milliiquivalenten ergab sich eine negative 
Ladung, bei 140 und 300 Milliaquivalenten eine positive Ladung des 
Koazervates. In der Umgebung des Umladungspunktes (der nicht 
mit genauer Methodik bestimmt wurde und etwa bei n/10 liegen wird) 
ist also der Solvatgehalt und damit die Fluiditét des Koazervats am 
geringsten. 


b) Das gereinigte Sojabohnenlecithin. 

Die Eigenschaft des nicht gereinigten Lecithins, mit Luteokobalt- 
chlorid bzw. Calciumchlorid Autokomplexkoazervation zu ergeben, ist 
aber nur einer im Anfangspriparat vorhandenen Verunreinigung 
zuzuschreiben. Nach wiederholtem Umfillen der atherischen Lésung 
mit Aceton verliert das Praparat jene Eigenschaft vollstandig. 

Es flockt nur noch mit Hexolsalz aus. (Sol 10) Abb. 1 B. Die Auto- 
komplexnatur dieser Flockung wurde in Mitteilung IX ausfiihrlich 


untersucht. 
c) Das gereinigte Sojabohnenlecithin +- Triolein. 


Fragt man sich, von welcher Natur die im Sojabohnenlecithin- 
priparat vorliegende Verunreinigung ist, so ist man selbstverstandlich 
veneigt, zunichst an Fette oder Ole zu denken. Nach Rewald! werden 
nimlich bei der Extraktion des Sojabohnenpulvers oder des Eigelbs 
Gemische von Fetten und Lecithin erhalten. 

Ausgehend von gereinigtem Sojabohnenlecithin, in dessen zur Sol 
bereitung dienende alkoholische Lésung wir 30°, (Sol 16) bzw. 50°,, (Sol 17 
und 18) Triolein lésten, stellten wir uns zwei trioleinhaltige Sole her, wie 
in Abschnitt 2 naéher angegeben ist. Der Trioleingehalt ist hier ausgedriickt 
in Prozenten der verwendeten Menge des gereinigten Lecithins. 

Die damit angesetzten Flockungsversuche (2 cem Sol, 16 bzw. 17 

18 ccm Neutralsalzlésung), wobei fiir Hexolsalz und Luteokobalt- 
chlorid 1 Stunde, fiir Caleitumchlorid 3 Stunden und fiir Kaliumchlorid 


1 B. Rewald, diese Zeitschr. 202, 393, 1930. 
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bzw. Natriumchlorid 18 Stunden mit der Messung der Lichtabsorption 
gewartet wurde, sind in Abb. 1 C und 1 D abgebildet. 

Die Kurven zeigen denselben Charakter wie bei nicht gereinigtem 
Sojabohnenlecithin : Sowohl mit sechs-, drei- als auch mit zweiwertigem 
Kation tritt ein Ausflockungstrajekt auf. Auf dem ansteigenden Ast 
sind die Flocken negativ geladen, auf dem absteigenden aber positiy 
Der Umladungspunkt befindet sich etwa im Maximum oder flachen 
Maximaltrajekt der Kurven (nicht genau bestimmt). Jedenfalls ist 
ersichtlich, daB das Triolein sich durchaus nicht an Alkohol, Aceton 
oder Athylacetat anschlieBt, sondern vielmehr den Umladungspunkt 
in rein wasserigem Milieu nur wenig beeinfluBt (vgl. Mitteilung IX) 

Mit Natriumchlorid ist das Sol 16 nach 18 Stunden noch klar 
durchsichtig, es zeigt nur geringe Opaleszenz mit einem Maximaltrajekt 
bei Sol 17 zwischen 1 n und 3n. Bei der mikroskopischen Untersuchung 
zeigten sich (Sol 17) ahnliche Zusammenhange, wie in Tabelle UJ 
erértert worden sind. 

Hexolsalz liefert nur ,,Flocken“ 

Luteokobaltchlorid zeigt einen ansteigenden Ast : Koazervattrépfchen, 
im Trajekt des flachen Maximums kérnige Flocken, im absteigenden 
Ast Koazervattrépfchen. 

Calciumchlorid zeigt im ansteigenden Ast Koazervattrépfchen, 
beim Maximum feste Kliimpchen, im absteigenden Ast groBe, gut 
fliissige Koazervattropfen. 

d) Das gereinigte Sojabohnenlecithin + Cholesterin. 

Gereinigtes Lecithin + 10°, Cholesterinzusatz (Sol 21) verhalt 


sich im groBen und ganzen wie das gereinigte Lecithin ohne Zusatz 
(Abb. 2 A). Es flockt nur mit Hexolsalz aus, dessen Austlockungs- 


trajekt sich aber merklich verbreitert hat. Mit Luteokobaltchlorid, 


Calciumchlorid oder Natriumchlorid bleibt es klar. Anders verhalt 
sich das Lecithinsol mit 40%, Cholesterinzusatz (Sol 22, Abb. 2 B). 
Das Hexolmaximum hat sich bedeutend erhéht, und mit Luteokobalt- 
chlorid erscheint ein Ausflockungstrajekt (beide Reihen gemessen 
1 Stunde nach der Mischung). Mit Calciumchlorid tritt ebenfalls ein 
Ausflockungstrajekt auf (gemessen nach 3 Stunden), wahrend mit 
Natriumchlorid und Kaliumchlorid nur eine geringfiigige Opaleszenz 
(nach 18 Stunden gemessen) entsteht. 

Auffallend ist, daB, waihrend gewohnlich die Tribung mit Luteo- 


kobaltchlorid weit schneller herauskommt als mit Calciumchlorid, 


hier das Umgekehrte der Fall war. Auch ist das Maximum der Calcium- 
chloridkurve gegen die Regel héher als das von Luteokobaltchlorid. 

Von einer Aquivalenz zwischen Luteosalz und Hexolsalz ist wiede! 
gar keine Rede. Vielmehr liegen die Maxima nahe bei der Konzentration, 
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bei der in rein wasserigem Sol die Umladungskonzentrationen zu 
suchen sind. 

Die Flockungen sind alle wohl sehr wasserarm. Es gelingt nur 
durch Zusatz von lsoamylalkohollésung beim Erwarmen ziemlich 
zabtlissige Koazervattrépfchen mit Calciumchlorid zu erhalten. 

Es ist im gewissen Mabe befremdend, daB das 10°, Cholesterin 
enthaltende Sol sich so wenig vom gereinigten Sol ohne Zusatz unter- 
scheidet. Es muB aber betont werden, dab die eingewogenen Zusatz- 
mengen nicht unbedingt genau beim dialysierten Sol noch vorhanden 
zu sein brauchen. Es besteht die Méglichkeit, daB waihrend der Dialyse 
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Die Bereitstellung zur Autokomplexkoazervation des gereinigten Sojabohnenlecithins mit 
niedrigerwertigen Kationen durch Cholesterin bzw. Olsiure. 


Zusatzmenge, Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 1. 


Die kataphoretisch bestimmte Lage des Umladungspunktes ist durch einen Pfeil ,an 
gedeutet 
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(dieselbe fangt an mit einem im Dialysator 20 Vol.-°,, Alkohol ent- 
haltenden Sol) ein Verlust auftritt. 

Ein solcher Verlust wird aber prozentual gréBere Anderungen des 
Quotienten Zusatz/Lecithin hervorrufen, je kleiner dieser Wert ist. 


e) Das gereinigte Sojabohnenlecithin + Olsdure. 

Das 50°, Olsiure enthaltende Sol (Sol 19) flockt bei Zimmer- 
temperatur sowohl mit Hexolsalz als auch mit Luteokobaltchlorid, 
Calciumchlorid und Natriumchlorid aus. Abb. 2 C. 

Die Ausflockung mit Luteosalz und Calciumchlorid erfolgt im 
Gegensatz zum trioleinhaltigen Sol sehr rasch, so daB schon nach einer 
1/, Stunde gemessen werden konnte. Durch Bildung stark zusammen- 
hangender gréBerer Flocken werden die Kurven unregelmaBig. 

Sowohl mit Luteokobaltchlorid als auch mit Calciumchlorid und 
Natriumchlorid tritt kein Ausflockungstrajekt auf, sondern die Aus- 
flockung bleibt dieselbe bis zu den héchsten untersuchten Konzentra- 
tionen (Luteosalz 90 Milliiquivalente; Calciumchlorid 1,8 n; Natrium- 
chlorid 3,6n) etwa maximal. 

Nach Erreichung eines maximalen Absorptionswertes von etwa 
87°, sinken die Kurven eben durch den Zusammenballungsetfekt bis 
auf etwa 60 bis 70°, und verlaufen vollkommen unregelmaBig, zickzack- 
férmig, auBer beim Natriumchlorid. Daher ist der vollstandige Verlauf 
dieser Kurven, auBer von Natriumchlorid, nicht eingezeichnet worden. 
Auch sind die Umladungspunkte gar nicht mehr in der Nahe der 
Maxima der Luteokobaltchlorid-, Calciumchlorid- und Natriumehlorid- 
kurven zu suchen. 

Kataphoretisch wurden sie fiir Luteokobaltchlorid bei etwa 6 bis 
8 Milliaquivalenten und fiir Cacliumchlorid bei etwa 70 bis 100 Milli- 
aquivalenten (nicht genau ermittelt) gefunden. 

Soweit in den héheren Natriumchloridkonzentrationen die Messung 
noch ohne Stérungen verlauft, erwiesen die Flocken sich als negativ 
geladen. 

Weit regelmaBigere Kurven erhielten wir mit dem 68°/, Olsaure 
enthaltenden Sol (Nr. 20). In Abweichung von der Regel wurde zu 
18ccm Neutralsalzlésung 2cem zwei Drittel verdiinntes Sol hinzu- 
gefiigt. Die Messung geschah 1 Stunde nach der Mischung (vgl. Abb. 2 D). 

Das Umladungstrajekt mit Hexolsalz hebt sich nun sauber ab. 
Von den iibrigen Kurven ist nur die des Luteokabaltchlorids stark 


unregelmabig. 
Mit genauer Methodik wurden hier die Umladungskonzentrationen 


ermittelt (vgl. Tabelle ITI). 
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Tabelle Ill. 


Umladungskonzentrationen des 68°, Olséiure enthaltenden Sojabohnene 
lecithinsols. 





Logarithmus der 
£ 


Neutralsalz . 
sesamiae Umladungskonzentration 


Hexolsalz. . Bre : 0.35—4 
Luteokobaltchlorid. . . . 0,20—2 
Calciumehlorid .... . 0,34—1 


Bei einem Vergleich mit Mitteilung IX folgt hieraus, daB der 
KinfluB der Olséure sich durchaus nicht an den von Alkohol, Aceton 
oder Athyllactat anschlieBt, sondern an den des Resorcins. 


{. Spezifische Neutralsalzeinfliisse bei der Autokomplexkoazervation der 
Zusiitze enthaltenden Sole von gereinigtem Sojabohnenlecithin. 
Bezeichnend tir die Autokomplexkoazervation der mit Triolein 

desolvatierten Sole ist die ziemlich geringe Geschwindigkeit, mit der 

sie sich besonders mit Calciumchlorid vollzieht. 
Abb. 3 A und 3 B zeigen die Lichtabsorption nach 3 (Sol 17) bzw. 

6 Stunden (Sol 18) Wartezeit fiir Calciumchlorid, Magnesiumchlorid, 

Strontiumchlorid und Bariumchlorid. 
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Abb. 3 
Spezifische Unterschiede einiger Neutralsalze mit zwei- und einwertigem Kation bei der Aus- 


flockung (Koazervation) der Zusitze enthaltenden Sojabohnenlecithinsole 
Zusatzmenge, Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 1. 
Es zeigte sich, daB die Erdalkaliionen in ihrem Verhalten deutlich 
die Reihenfolge besaBen: 


Ca > Mg Sr Ba, 
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daB aber einerseits Magnesium und Calcium sich nahe aneinande: 
schlieBen, andererseits jedoch Strontium und Barium. 

Auch hier liegt der Umladungspunkt fiir Calcium und Magnesiun 
bei einer etwas geringeren Konzentration als fiir Strontium und Bariun 
(Fiir Calcium- und Magnesiumion im Mittel etwa bei 80 bis 90 Milli 
aquivalenten; Strontium- und Bariumion im Mittel bei etwa 100 bis 
110 Milliéquivalenten.) Eine ahnliche Gliederung in zwei Gruppe 
Calcium-Magnesium und Strontium-Barium begegneten wir friiher! 
bei der Aufhebung der Komplexkoazervate Lecithin + Gelatine 
Auch dort war die Aufhebung schon mit weniger Calcium- bzw. Magne 
siumsalz zu erzielen als mit Strontium bzw. Bariumsalz. Bei der Auf 
hebung der Komplexkoazervate spielt also die Neigung des Lecithins 
zur Umladung deutlich mit, obwohl es sich dabei um Konzentrationen 
handelt, die noch weit von den Umladungskonzentrationen entfernt sind. 


Bei der mikroskopischen Betrachtung ergaben sich noch folgende 


Unterschiede zwischen den Autokomplexkoazervaten : 

Bei Strontium und Barium bilden sich nur faserige Flocken. 

Bei Magnesium im ansteigenden Ast, bei 30 und 40 Milliaqui- 
valenten, groBe Koazervattropfen, weiterhin kérnige, im absteigenden 
Ast klumpige und faserige Gebilde. 

Bei Calcium im ansteigenden Ast bei 30, 40 und 50 Milliaqui- 
valenten grobe Koazervattropfen, weiterhin auf mehr abgerundeten 
Klumpen, von 200 Milliiquivalenten an aufwarts, zuerst sehr grobe, 
spater kleinere, gutfliissige Koazervattropfen. 

Die Caleiumchloridkurve Abb. 3 B zeigt eine Unstetigkeit im Verlaut 
(schon angedeutet nach 3 Stunden, Abb. | D und 3 A), deren Ursache woh! 
in dem ziemlich schroffen Ubergang der Klumpen in groBe Koazervat 
trépfchen liegt. Aus dem Angefiihrten erhellt wohl, daB besonders die mit 
Barium und Strontium entstandenen Autokomplexkoazervate solvatarm, 
d.h. hier (da der Trioleingehalt sich wohl nicht andern kann) wasserarm, 
die mit Magnesium und Calcium viel wasserreicher sind. 


Eine vielmals beobachtete Erscheinung ist, daB ein klumpiges oder 


kérniges Koazervat des Lecithins nach Hinzufiigen von Isoamylalkohol! 
lésung solvatreicher wird, und es damit 6fters gelingt, dasselbe in gut 
fliissige Koazervattropfen zu verwandeln. 

seim Hinzufiigen von 1 Volumen 0,27 mol. Isoamylalkohol zu 1 Volumen 
der Systeme, die maximal ausgeflockt waren, ergab sich folgendes: 

Barium. Die faserigen Flocken zeigen Neigung, sich zusammen 
zuballen. Zu gutfliissigen Koazervattropfen kommt es jedoch nicht. 

Strontium. Magnesium und Calcium. Es bilden sich gutfliissige Koa 
zervattropfen. 

Es 14Bt sich also aus dem Angefiihrten vermuten, daB der Wasser 
gehalt der Autokomplexkoazervate abnimmt in der Reihenfolge 

Ca > Mg > Sr > Ba, 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkamp, diese Zeitschr. 234 
367, 1931, vgl. dort Abb. 16. 
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wobei die Autokomplexkoazervate mit Calcium- und Magnesiumion einer- 
seits, mit Strontium- und Bariumion andererseits sich ziemlich eng ein- 
ander anschlieBen. 

Es wurden mit dem 40°, Cholesterin enthaltenden Sol auch die 
Flockungen mit Magnesium, Calcium, Strontium und Barium ver- 
glichen (Abb. 3 C). Dabei zeigte sich wieder wie oben beim 50°, Triolein 
enthaltenden Sol, daB Calcium und Magnesium einerseits, und Stron- 
tium und Barium andererseits zwei deutliche Gruppen bilden: Mg, 
Ca > Ba, Sr. 

Es wurde mit dem 50° Olsdure enthaltenden Sol auch noch ein 
vergleichender Versuch mit Calcium-Magnesium-Strontium- und 
Bariumchlorid angestellt (2 cem Sol 19 + 18 cem Neutralsalzlésung ; 
Messung nach 40 Minuten), und zwar wurde die Lage des ansteigenden 
Astes, da nur diese reproduzierbare Werte liefert, verglichen. Es stellte 
sich nach Abb. 3 D die Reihenfolge heraus: 

Ca > Mg > Ba Sr. 
Eine deutliche Trennung in zwei Gruppen fehlte hier. 

Es bilden sich Flocken, die bei leichtem Druck auf das Deckglas 
zusammengebackene Massen bilden, die sich als doppelbrechend er- 
wiesen. 

Wahrend das Lecithin mit dem untersuchten Triolein- und Chole- 
sterinzusitzen Natriumchlorid gegeniiber stabil ist, erfolgt bei dem 
Olsiure enthaltenden Sol Ausflockung. Es wurden daher hier einige 
orientierende Versuche tiber die spezifischen Einfliisse der einwertigen 
Kationen und der mit ihnen kombinierten Anionen angestellt. 

Nach !/, Stunde Wartezeit fanden wir bei den Kaliumsalzen 
folgende Reihe fiir die Anionen (Abb. 4): 


cl, Br > NO, > J > CNS. 





a 
Gereinigtes 

wy S-Lecithin fj fren 
as ehre 7 Abb. 4. 

a a | . | Spezifische Unterschiede von einigen Kalium- 


salzen bei der Ausflockung von 50°!) Olsture 


4 
Th KJ ] enthaltendem Sojabohnenlecithinsol 
/ Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 1 


Es handelt sich hier aber nicht um die Endstufen, sondern zum 
groBten Teil nur um Beeinflussung der Flockungsgesch windigkeit. 


In einer zweiten Versuchsreihe, bei der wir aber nicht !/, Stunde, 


sondern 17 Stunden warteten, ist die Ausflockung auch mit Rhodanid 
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sehr betrachtlich geworden (Abb. 3 D). Es ergab sich nun fiir die di 
untersuchten Kaliumsalze die Reihe 
SO 


+f] > CRG, 


wobei das Sulfat (nicht eingezeichnet) nur wenig starker wirkt als d 
Chlorid, jedoch ein betrachtlicher Unterschied mit Rhodanid erhalt« 
geblieben ist. 

Uberdies wurden die ansteigenden Aste von Lithiumchlorid 
Natriumchlorid und Kaliumchlorid miteinander verglichen (Abb. 3 D 
Dabei stellte sich nach 17 Stunden die Reihe heraus: 

Li > Na _ ae 

Aus dem in diesem Abschnitt Mitgeteilten geht hervor, daB deutlic! 
spezitische Einfliisse der Kationen und Anionen vorhanden sind, dir 
sich in den Lagen der Maxima oder ansteigenden Aste der Ausflockungs 
kurven, der Lage der Umladungskonzentrationen (bei den Erdalkali 
salzen), der Koazervationsgeschwindigkeit und der Beschaffenheit de: 
Koazervate auBern. Uberaus deutlich ist aber, und das ist fiir die Auf 
fassung dieser Ausflockungen oder Koazervationen als Autokomplex 
erscheinungen von Wichtigkeit, daB die Kurven fiir Magnesiumchlorid, 
Calciumchlorid, Strontiumchlorid und Bariumchlorid einerseits, die 
Kurven fiir die Lithium-, Natrium- und Kaliumsalze, kombiniert mit 
verschiedenen Anionen, deutlich zusammengehérende Kurvenscharen 
bilden, fiir deren Lage in erster Linie die Kationenvalenz bestimmend 
ist (Abb. 3 D). 


5. Autokomplexkoazervation (bzw. -flockung) der triolein-, élsiure- und 
cholesterinhaltigen EKilecithinsole. 


a) Das gereinigte Eilecithin. 


Ebenso wie das gereinigte Sojabohnenlecithin zeigt das gereinigte 
Kilecithin (Sol 14) nur mit Hexolsalz Ausflockung. Dieselbe ist aber 
nur sehr gering. Gleich nach dem Hinzufiigen der 2 ccm Sol zu 18 ccm 
Hexolsalzlésung von abgestuften Konzentrationen ist die Mischung 
mit 0,05 Milliiquivalenten am meisten getriibt. Die in Abb. 5 A ab- 
gebildete Kurve, die nach 1 Stunde Wartezeit ausgemessen wurde, hat 
ihr Maximum schon bei 0,066 Milliiquivalenten. Nach 2 Stunden 
befindet es sich bei 0,075 Milliaquivalenten, und zuletzt kommt es bei 
0,10 Milliaquivalenten heraus. Bei der Untersuchung nach der Lage 
des Umladungspunktes fanden wir aber sofort 0,10 Millidquivalente 
Es scheint also, daB sich sofort nach dem Hinzupipettieren zuerst 


* Bei der Aufhebung der Komplexkoazervate Lecithin + Gelatin: 
(diese Zeitschr. 234, 367, 1931. Abb. 16) begegneten wir ebenfalls der Reihe 


Li > Na > K. 
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Flockungszustande gebildet haben, die nicht der homogenen Ver- 
mischung entsprechen, und daB diese sich langsam einstellen. Besonders 
auffallend bei den Lecithinkoazervaten ist ja eben die Eigenschaft, 
daB einmal entstandene Flockungen oder Koazervate besonders 
schwierig umkehrbar sind. Spéater werden wir darauf noch zuriick- 
kommen. 

b) Das gereinigte Eilecithin + Triolein. 

Im Gegensatz zum Sojabohnenlecithin hat cin Zusatz von 50°, 
Triolein (Sol 23) noch keinen weitgehenden EinfluB. Immerhin ist 
sein desolvatierender Einflu8 stark bemerkbar in der Hexolsalzkurve, 
welche ihr Maximum nun bei etwa 63°, Lichtabsorption zeigt (vgl. 
Abb. 5 B). 
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Die Bereitstellung zur Autokomplexkoazervation des gereinigten Eilecithins mit niedriger 
wertigen Kationen durch Triolein, Cholesterin und ein Gemisch von Triolein Olsture 


Ohne Zusatz gibt nur Hexolsalz in sehr geringem Mase Flockung 
Die kataphoretische Lage des Umladungspunktes ist mit einem Pfeil angegeben 
Zusatzmenge, Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 1. 
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Mit Luteokobaltchlorid und Calciumchlorid sind nur noch recht 
schwache aber deutliche Ausflockungstrajekte vorhanden, die bein 
gereinigten Sol ohne Zusatz fehlten. Die Lichtabsorptionen wurden 
nach 24 Stunden Wartezeit gemessen. 

Die Mischungen hatten die Zusammensetzung 2 cem Sol + 18 cem 
Nautralsalz. 

Mit genauer Methodik wurden die Umladungskonzentrationen 
‘bestimmt (Tabelle IV). 

Tabelle IV. 


Umladungskonzentrationen des 50°, Triolein enthaltenden Eilecithinsols 





Logarithmus der 


Neutralsalz Umladungskouzentration 


DIRS eg Gs 0,02—4 
Luteokobaltchlorid. . . . 0,46—3 
Calciumehlorid ... . 0,36—2 


Beim Vergleich mit Mitteilung IX ergibt sich, daB das Triolein 
sich etwa dem EinfluB des Resorcins anschlieBt, durchaus nicht dem 
des Acetons. 

c) Das gereinigte Eilecithin + Cholesterin. 

Eine viel kraftigere Desolvatation bewirken 50°, Cholesterin 
(Sol 25). Es treten mit Luteokobaltchlorid und Calciumchlorid hohe 
Kurven mit einem Maximum auf (Abb.5C). Ebenso wie bei Soja- 
bohnenlecithin + Cholesterin stoBen wir hier wieder auf die Tatsache, 
daB das Maximum mit Calciumchlorid héher liegt als mit Luteokobalt- 
chlorid. Auch mit Natriumchlorid tritt eine Kurve mit einem Maximum 
auf. (Mischungen: 2 cem Sol 25 + 18 ccm Neutralsalzlésung; Messung 
nach einer Wartezeit von 1 Stunde.) 

Die Koazervate sind alle sehr wasserarm. Sie erscheinen mikro- 
skopisch nur als Fléckchen. 

Mit genauer Methodik wurden die Umladungskonzentrationen 
bestimmt (Tabelle V). 

Tabelle V. 


Umladungskonzentrationen des 50°, Cholesterin enthaltenden Eilecithinsols 





Logarithmus der 


Neutralsalz . 
Umladungskonzentration 


Es ys 0,09—4 
Luteokobaltchlorid. . .. 0,61—3 
Caleiumehlorid .... . 0,39—2 


Auch hier liegen die Umladungskonzentrationen in derselben 
GréBenordnung wie beim mit Resorcin desolvatierten Sol (Mittei 
lung IX). 
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d) Das qereimigte Eilecithin Triolein Olsdure 


Stark desolvatierend wirkt auch ein Zusatz von 30°, Triolein 
30°, Olsaure. (Mischungen: 2cem Sol 24 + 18 cem Neutralsalz- 
losung. Messung nach einer Wartezeit von 1 Stunde, beim Natrium- 
chlorid von 1! |, Stunden.) Hexolsalz, Luteokobaltchlorid und Calcium- 
chlorid ergeben dann unter sich nahezu gleiche Lichtabsorptionen, 
doch liegt das Maximum der Natriumchloridkurve bedeutend niedriget 
(Abb. 5 D). 

Die mit Caleiumchlorid sich abscheidenden ,,Flocken** zeigen 
nach einer Wartezeit von 1 Tag (nach welcher Zeit sie wegen ihrer 
fliissigen Natur im merklichen Betrage zu mikroskopischen Kliimpchen 
zusammengebacken sind) einen eigentiimlichen Bau. In einer relatiy 
sehr viskosen Koazervation befinden sich sehr kleine Trépfchen ein- 
vebettet, die, obwohl das nicht sehr deutlich 2u sehen ist, wahrscheinlich 
noch ven einem diinnen Belag einer dritten fliissigen Masse konzentrisch 
umgeben sind. 

Sind kapillaraktive Alkohole in geniigender Konzentration bei det 
.Flockung*: zugegen, so wird dieser Bau sehr viel deutlicher. Es ent- 
stehen dann dreiteilige Koazervattrépfchen, die wir in Mitteilung XI 
weiter beschreiben werden. 

AuBerlich unterscheidet sich dieses 30°, Triolein 30 Olsaure 
enthaltende Sol schon durch seine sehr starke Opaleszenz (schon in ge 
ringer Schichtdicke schwer durchsichtig), obwohl mikroskopisch keine 
Teilchen zu sehen sind. Man vergleiche auch die starke Lichtabsorption 


der Nullversuche von der Zusammensetzung 2 ccm Sol 1S cem Wasser. 
die hier 12.5°,, betragt. vgl. Tabelle I). von den tibrigen von uns dar 


gestellten Solen (auBer Sol 25), so daB man vermuten dart, daB die Zusatze 
hier nicht véllig als Molekiile in den Solvatmantel des Lecithins eingelagert 
worden sind, sondern noch ein UberschuB vorhanden ist (wgl. weiter Mit 
teilung X1). 

Mit genauer Methodik wurden die Umladungskonzentrationen be- 
stimmt (Tabelle VI) 


Tabelle WI. 


Umladungskonzentrationen des 30°, Triolein 50 Olsaure enthaltendan 
Kilecithinsols. 





Neutralsalz 


Hexolsalz : 0.14—4 
Luteokobaltchlond 0.48—3 
Calciumehlorid . 0,38—2 
Natriumehlorid 0.40—1 + 


Die Umladungskonzentrationen liegen wieder in der Groben 


ordnung der mit Resorcin desolvatierten Eilecithinsole (vgl. Mit- 
teilung IX). 


Biochemische Zeitschrift Band 248 29 
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6. Beeinflussung der Autokomplexkoazervation des Sojabohnenlecithins durch 
andere anwesende Neutralsalze. 
a) Autokomplexkoazervation mit Hexolion. 

Da das Sojabohnenlecithin mit 10°, Cholesterinzusatz (Sol 21 
nur noch mit Hexolsalz Autokomplexflockung gibt, kann dieselbe auch 
noch durch Luteokobaltchlorid, Calciumchlorid und Natriumchlorid 
verhindert werden. Es treten also sowohl die Valenzreihen der Kationen 
als auch die der Anionen bei dieser Verhinderung in Erscheinung 
Das Kurvenbild Abb. 6 alnelt also stark dem beim gereinigten Lecithin 


Sereinigtes S-Lecithin + 10 % Cholesterin SO/ 27 
f 
¢ 
Arbertspunkt } \ 
y ge a / 
mY TT 
| . 








4g ¢ , 
1g log l 
Abb. ¢ 
Autokomplexkoazervation des Sels von gereinigtem Sojabohnenlecithin mit 10 Cholesterin- 


zusatz durch Hexolsalz (links) und ihre Verhinderung durch zugesetzte Neutralsalze (rechts 


Es treten die Valenzreihen sowohl der Kationen als auch der Anionen auf 


Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 1 
ohne Zusatz erhaltenen der Mitteilung IX (vgl. dort Abb. 1). (2 cem Sol 
4cem Hexolsalz, 1 Milliaquivalent + 14 ccm Neutralsalzlésung, 
Wartezeit 20 Minuten). 
b) Autokomple rkoazervation mit Luteokobaltion. 

Das Sojabohnenlecithin mit Zusatz von 30°, Triolein (Sol 16) 
erleidet aber auch schon mit Luteokobaltchlorid und Caleciumchlorid 
Autokomplexflockung. Bei der Behinderung ersterer mit Neutralsalzen 
liegt die Calciumehloridkurve also nicht mehr! entsprechend der Valenz- 


' Fiir eine Ubersicht der im allgemeinen sodann auftretenden Modi- 
fikationen der normalen Valenzreihen vgl. Mitteilung VIII. Abschnitt 7b, 
diese Zeitschr. 248. 125, 1932. 











lurch 


21 
vuch 
lorid 
men 
ung 
thin 


6) 
‘id 
en 
IZ- 


li- 
b. 





Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. X. 325 


regel bei kleinerer Konzentration als die Kaliumchloridkurve. Dagegen 
ist die normale Valenzreihe der Anionen durch Kaliumsulfat-Kalium- 
chlorid (vgl. Abb. 7) vorhanden geblieben. Wegen der sehr geringen 
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Abb 
Verhinderung der Autokomplexkoazervation mit Luteokobaltchlorid von einigen Zusitze 
haltenden Sojabohnenlecithinsolen durch zugesetzte Neutraisalze. (Sol 16 0 lrioleir 
Sol 22 40) Cholesterin.) 
Die Regel der Anionenvalenz ergibt sich aus dem Einftlui von Kaliumehlor 


Kaliumsulfat. 

Da Calciumehlorid auch an sich bereits Autokomplexkoazervation horvorruft, ko 
dem Kurvenverlauf von Kaliumchlorid und Caleiumehiorid die Valenzreihe der Kationer 
mehr zum Ausdruck. 

Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 1 

Die horizontale gestrichelte Linie gibt die Lichtabsorption der Nullversucl ul 

Die konst int gehaltenen Lute »*kobalteh! rridendkonzentrationer hetrage ber 
» Millidquivalente 
Léslichkeit des Luteokobaltferricvanids und des Luteokobalt-Methan- 
trisultonats muBte sie auf jene beiden Salze beschrankt bleiben (2 ccm 
Sol + 4 ccem Luteokobaltchlorid, 10 Milliaiquivalente 14 com Neutral- 
salz, Wartezeit 20 Minuten). 

Die Verhinderung der Luteo-Autokomplexflockung durch hinzu- 
gefiigte Neutralsalze wurde ebenfalls beim Sojabohnenlecithin 1H) %% 


Cholesterinzusatz (Sol 22) gemessen. 
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Da das Calciumehlorid selbst schon \utokomplexflockung liefert 


wurde ihr KinfluB nicht untersucht. Die Anionenvalenzregel ist iiberdies 


wieder beschrinkt auf die Reihenfolge Kaliumsulfat-Kaliumchlorid 


Vel. Abb. 7. (2cem Sol + 2 ccm Luteokobaltchlorid,. oO Milliaqui- 
valente + l6cem Neutralsalzlésung, Wartezeit 1 Stunde.) 


Cc) Autokom ple rkhoazervation mit Calceiumion. 
Hier ist selbstverstandlich nur die Regel der Anionenvalenz méelich 


Sie wurde untersucht am Sojabohnenlecithinsol mit Zusatz von 50° 
Triolein. Sol 17 (Abb. 8). 
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Abb. 8 
Verhinderung der Autokomplexkoazervation mit Caleiumehlorid von einigen Zusi&tze 
haltenden Sojabohnenlecithinsolen durch Neutralsalze. Die Neutralsalze rdnen_ siel 


Biindeln, die durch die Valenz des Anions charakterisiert sind 

Da beim 50 Olsiure enthaltenden Sol die Alkalisalze selbst schon Ausflockung ve1 
ursachen, treten hier Modifikationen der Kurvenschar auf. Es bleibt aber die Valenzreihe det 
Anionen erhalten. 

Zusatzmengen, Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 1. 

Die gestrichelte horizontale Linie gibt die Liehtabsorption der Nullversuche 

Die konstant gehaltenen Caleiumehloridendkonzentrationen betragen 40 (oben), 66,7 (Mitte 
ind 15 (unten) Millidquivalente, 


(2 cem Sol + 4cem Calciumchlorid, 200 Millidquivalente + 14 cem 


Neutralsalzlésung.) Wegen der geringen Geschwindigkeit, mit der die 
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Flockung auftritt, wurde hier die Messung erst nach einer Wartezeit 
von 5!/, Stunden ausgetiihrt. 

In besonderen hier nicht wiedergegebenen Versuchsreihen wurde fest- 
gestellt, da Kaliumchlorid, Natriumchlorid, Lithiumchlorid, Kalium 
hodanid und Kaliumnitrat zwar in ihrer Hemmung sich unterscheiden, 
da8 ihre Kurven aber ein Biindel bilden, dessen Lage sehr deutlich von 
dem durch Kaliumsulfat und Natriumthiosulfat gebildeten Biindel ver- 
schieden ist. 

Bei dieser Verhinderung sind also lyotrope Einfliisse zwar mit 
im Spiel, der Schwerpunkt liegt jedoch auf der Anionenvalenz. 

Dasselbe zeigt sich ebenfalls beim Sojabohnenlecithin mit 40°, 
Cholesterinzusatz (2 cem Sol 22 + 4cem Calciumchlorid 333 Milli- 
aquivalente +- 14 ccm Neutralsalzlésung, Wartezeit 3 Stunden). (Abb.8, 
Mitte.) 

Zuletzt wurden Versuchsreihen mit dem 50°, Olsiure enthaltenden 
Sol angesetzt. (2ccem Sol 19 + 3 cem n/10 Caleiumchlorid + 15 cem 
Neutralsal7lésung, Wartezeit !/, Stunde). 

Wahrend bei den beiden vorangehenden Solen Kaliumcehlorid 
oder Natriumchlorid fiir sich nur noch eine geringe Opaleszenz hervor- 
rufen, ist das bei dem 50°, Olsiure enthaltenden Sol; (vgl. Abb. 2) 
nicht mehr der Fall. Diese rufen selbst auch schon Koazervation hervor. 

Die Alkalichloride kénnen also hier keine Verhinderung zustande 
bringen. Ist aber das Alkalikation kombiniert mit zwei- oder drei- 
wertigem Kation, so tritt ein Trajekt mit geringer Flockung auf, und 
zwar gilt hier wieder tiir den absteigenden Ast die Valenzreihe der 
Anionen (Abb. 8, unten). 

Man vergleiche damit das ahnliche Verhalten des mit Alkohol 
desolvatierten Sojabohnenlecithinsol der Abb. 6 in Mitteilung LX. 


7. Beeinflussung der Autokomplexkoazervation des Eilecithins durch andere 
anwesende Neutralsalze. 


Da die hier untersuchten Sole (Nr. 24 und 25) mit Natriumchlorid 
selbst schon Ausflockung geben, ist von einer vélligen Verhinderung 
der Autokomplexkoazervation mit Calcium natiirlich keine Rede. 
Der EinfluB der Anionenvalenz tritt aber wiederum deutlich in Er- 
scheinung (2cem Sol 24 + 2cem Calciumchlorid, 100 Milliaquivalente, 
+16ceem Neutralsalzlésung; Wartezeit 85 Minuten). (Abb. 9, oben.) 

Beim cholesterinhaltigen Sol wurde bei px = 7,3 gearbeitet, um 
zu untersuchen, ob die bis jetzt aufgefundenen Zusammenhange auch 
bei einem physiologisch 6fter anzutreffenden py-Wert unverandert 
erhalten bleiben. 

(Bei den vorhergehenden Versuchen wurde bisweilen das px elektro 
metrisch bestimmt. Es wurden Zahlen von im Mittel pu 5,8 erhalten.) 


DO * 
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Da wir uns jedenfalls weit vom isoelektrischen Punkt des Lecithins 
befinden (fiir EKilecithin etwa 2,7, fiir Sojabohnenlecithin etwa 1,9 
waren keine besonderen Anderungen dieser Verhaltnisse zu erwarten 


Es wurden miteinander gemischt: 50 ecm Sol 25 und 50 cem eine! 


1 


Mischung von 90 ccm Borsaure, !/; mol., + 10cem Borax, 1/99 mol 
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Abb. 9. 


Verhinderung der Autokomplexkoazervation mit Calciumechlorid von einigen Zusitze  ent- 
haltenden Eilecithinsolen durch Neutralsalze. 

Der gewthlte Arbeitspunkt ist aus den linken Teilfiguren zu ersehen. Es treten die 
Valenzreihen der Anionen hervor. Da Natriumchlorid fiir sich schon Ausflockung (Koazer- 
vation) gibt, (vgl. die gestrichelten Kurven rechts), biegen die Kurven bei hiherer Alkali- 
onenkonzentration wieder nach oben 

Zusatzmengen, Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 1. 

Die konstantgehaltenen Calciumchloridendkonzentrationen betragen in beiden Versuchs- 
reihen 10 Millidquivalente. 

Die obere horizontale gestrichelte Linie gibt die Lichtabsorption beim Nullversuch an, 
die untere die Lichtabsorption des Sols ohne Calciumehlorid und ohne Neutralsalz. 


Zuerst bestimmten wir die Lage der Calciumchloridkurve ohne 


Neutralsalzzusatz (2 ccm gepuffertes Sol 25 


18 cem Caleiumchlorid- 


lésung, Wartezeit 1 Stunde) (Abb. 9, 
Umladungskonzentration. Dieselbe 


unten links) und die Lage der 
tritt bei 39 Milliaiquivalenten 





Caleciumchlorid ein, wahrend wir beim ungepufferten Sol in Abschnitt 5 
der Tabelle V 24,5 Milliaquivalente fanden. 

Weiter wurde die Verhinderung durch zugefiigte Neutralsalze bei 
einer konstanten Calciumchloridkonzentration von 10 Milliaéquivalenten 
gemessen (2ccm gepuffertes Sol +- 2cem Calciumchlorid, n/10, + 16 ecm 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkamp, diese Zeitschr. 234, 
347, 1931. 
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Neutralsalzlésung ; Wartezeit 1 Stunde). (Abb. 9, unten rechts.) Uber- 
dies wurde der ansteigende Ast der Natriumchloridkurve bestimmt. 
(2cem gepuffertes Sol + 18cem Natriumchloridlésung: Wartezeit 
1 Stunde). (Abb. 9, unten rechts, gestrichelte Kurve.) 

Das Kurvenbiindel in Abb. 9, unten rechts, ist wohl so, wie zu 
erwarten war. Es zeigt sich dabei ausgesprochen die Valenzregel der 
Anionen. Die Natriumchloridkurve bei konstant gehaltener Calcium- 
chloridkonzentration von 10 Milliaéquivalenten verliuft héher als die 
ohne Calciumchlorid (gestrichelt eingezeichnet). Dies zeigt an, daB 
der CaleiumchlorideinfluB noch stark bei 400 Milliiquivalenten Natrium- 
chlorid bemerkbar ist. Es ist hier also von einer vélligen Abdringung 
der adsorbierten Calciumionen von der Teilchenoberflaiche durch 
Natriumionen keine Rede. 

Obwohl ein solcher Verdringungsmechanismus um so eher zu 
erwarten ist, je weniger die Valenz der Kationen sich unterscheidet 
(wie Calcium, Natrium), reicht sie also zur Erklarung nicht aus. Das 
geht besonders aber auch daraus hervor, daB wir in allen von uns im 
Vorangehenden untersuchten Fallen immer wieder den Valenzreihen 
(der Kationen und der Anionen) begegnen, die also in erster Linie auf 
die kapillarelektrische Natur der Beeinflussung von anwesenden Neutral- 
salzen auf die beiden entgegengesetzten Ladungen hinweisen, die an 
der Teilchenoberfliche nebeneinander vorhanden sind. 


8. EinfluB konstant gehaltener Natriumehlorid oder Kaliumehloridkonzentra- 
tionen auf die Gestalt der Ausflockungskurven der Sojabohnenlecithinsole. 


Eine konstant gehaltene Natriumchloridkonzentration von 50 bzw. 
100 Milliaquivalenten Natriumchlorid andert die Lage der Hexolkurve 
des 10°, Cholesterin enthaltenden Lecithins (Sol 21) betriachtlich 
(Abb. 10 A). Es liegen hier dieselben Verhaltnisse vor, wie sie friiher! 
bei gereinigtem Lecithin ohne Zusatz aufgefunden wurden, nur ist der 
desolvatierende EintluB des Cholesterinzusatzes bemerkbar in der 
Héhe der Maxima (vgl. besonders 100 Milliéquivalente Alkalichlorid!), 
wihrend die (scheinbare) Hexolkonzentration bei dem Maximum der 
50 Milliaquivalente-Natriumchlorid-kurve im Vergleich zu der 50 Milli- 
aquivalente-Kaliumchlorid-kurve der Abb.2 von Mitteilung IX nur 
wenig verschoben ist. Die Umladungspunkte liegen wieder etwa_ bei 
den Maxima der Kurven. [2 cem Sol 21 + 18 cem (Neutralsalz — Hexol- 
salz), Wartezeit 20 Minuten. ] 

Eine ahnliche Untersuchung, jetzt aber iiber den EinfluB von 
Kaliumchlorid auf die Gestalt der Luteokobaltchloridkurve, wurde 
beim Sojabohnenlecithin mit 30% ‘lrioleinzusatz untersucht. [2 cem 


1 Mitteilung TX, diese Zeitschr. 248, 131, 1932. vgl. dort Abb. 2 
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Sol 16 + 18 ccm (Neutralsalz + Luteosalz), Wartezeit 1 Stunde.}] Auc! 
hier findet sich eine Verschiebung der Maxima nach rechts. Die Un 
ladungspunkte liegen wieder etwa in der Mitte der vielfach flache: 
Maxima (Abb. 10 B). Scheinbar ist die Kurvenschar der Abb. 10 B 
ganz anders als die der Abb. 10 A. Das hat aber seine Ursach: 








- J st 
nell ee cet 
+ j 
CPbiy ? 
Abb. 10. 


Einfluss konstant gehaltener Natriumehlorid-(A)- oder Kaliumchlorid-(B)konzentrationen (ihre 


Endkonzentration in Milliaquivalenten ist bei jeder Kurvye dazugeschrieben) auf die Auto 
komplexkoazegvation einiger Zusitze enthaltender Sojabohnenlecithinsole durch Hexolsalz (oben 
bzw. Luteokobaltchlorid (unten). 

Zusatzmengen, Ordinaten und Abszissen wie in Abb. 1. 


darin, daB wegen der relativ groBen Umladungskonzentration des 
Luteokobaltchlorids die in der Abb. 10 B angegebenen Konzentrationen 
nahezu wahre Konzentrationen darstellen, waihrend beim Hexolsalz 
(das eine sehr geringe wahre Umladungskonzentration in rein wasserigem 
Milieu hat?) die in Abb. 10 A angegebenen Hexolsalzkonzentrationen 
um so fiktiver sind, je mehr sie sich dem scheinbaren Wert von etwa 
0,2 Milliaquivalenten (0,304 auf der Abszissenachse) nahern. 


' Mitteilung TX, diese Zeitschr. 248, 139, 1932, Abschnitt 4. 
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iucl Der Einflu8 von Natriumchlorid auf die Gestalt der Calcium- 
Um chloridkurve beim Sojabohnenlecithin mit 50°, Trioleinzusatz wurde 
then weiter untersucht. [2ccm Sol 17 + 18 ccm (Neutralsalz + Calcium- 
lO B chloridlésung), Wartezeit 3 Stunden.] Abb. 11 C. 
chy fa ; 

& , 


Gereinigtes S-Lecithin 
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Auch hier findet sich die Verschiebung nach rechts, obwoh] nicht 

mehr so stark wie bei der Luteoausflockung. Die Umladung tritt etwa 

wieder beim Maximum der Kurven ein. Ein anderes Verhalten zeigte 

ste. aber das Sojabchnenlecithin mit 40°; Cholesterinzusatz. Abb. 11 D. 

pen {2 ccm So] 22 + 18cem (Neutralsalz Calciumchloridlésung), Warte- 
seit 3 Stunden.] 


Die ohne Natriumchlorid asymmetrische Calciumchloridkurve wird 


des mit 25 und 50 Milliaquivalenten Natriumchlorid immer symmetrischer, 
— wobei das Maximum sich nach den kleinen Calciumchloridkonzentra- 
alz tionen hin verschiebt, um erst dann durch 100, 150 und 200 Milli- 
- aiquivalente erniedrigt zu werden, wobei das Maximum sich wieder, 
_ wenn auch nur wenig, nach rechts hin verschiebt. Auf dem absteigenden 
= Ast der Kurve findet sich eine positive Ladung vor. Der Umladungs- 


punkt liegt bei der asymmetrischen Calciumchloridkurve ohne Natrium- 
chlorid auf dem ansteigenden Ast, ihre Lage ist nicht mit Sicherheit 
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bekannt, da die damals benutzte MeSimethodik mit einem Fehler be- 
haftet war, infolgedessen jene bei zu kleiner Calciumchloridkonzentration 
gefunden wurde. Schatzungsweise liegt sie aber zwischen 70 und 
100 Milliaquivalenten. Es hat also den Anschein, daB hinzugefiigtes 
Natriumchlorid die normale Lage des Umladungspunktes etwa im 
Maximum der Austlockungskurve wiederherstellt und dieser Punkt 
sich dann ebenso wie bei den vorangehenden Versuchen nach der héheren 
Calciumchloridkonzentration hin verschiebt. 

Fiir die Deutung der in diesem Abschnitt beschriebenen Gestalts 
anderungen der Ausflockungskurven und die Verschiebung der Um- 
ladungskonzentrationen sei grundsaétzlich auf Mitteilung IX, Ab- 
schnitt 3, verwiesen. 

Wie die in den vorhergehenden Abschnitten 6 und 7 aufgefundenen 
Valenzreihen der Anionen fiir die Verhinderung der Autokomplex- 
koazervation weisen auch die in diesem Abschnitt mitgeteilten Versuche 
wieder darauf hin, daB eine Erklarung, die auf einer Abdrangung der 
an der Teilchenoberflache adsorbierten Kationen durch andere Kationen 
(obwohl eine solche bei so wenig in der Valenz verschiedenen lonen, wie 
Calcium und Natrium, zum merklichen Betrage méglich erscheint) 
nicht ausreicht, und daB daneben, vielleicht zum gréBeren Teil, es sich 
hier um eine Abschwachung, vorwiegend der positiven kapillarelektri- 
schen Ladungen handelt, die von den dazu als Zentren dienenden, 
an der Teilchenoberflache adsorbierten Kationen ausgehen. 


9. Die Ausnahmestellung der Lecithinautokomplexkoazervation. 


Ebenso wie die in Mitteilung IX beschriebene Autokomplex- 
koazervation des Lecithins unter Mithilfe von (gut bis wenig) léslichen 
geeigneten Nichtelektrolyten weisen auch die in dieser Arbeit unter- 
suchten Koazervationen schwierige Umkehrbarkeit auf. 

Damit hangen auch wohl mehrere andere Eigentiimlichkeiten 
dieser Koazervate (morphologische Komplikationen, auffallende Modi- 
fikation des Desintegrationsvorganges im Gleichstromfelde usw.) zu- 
sammen, auf die wir in der nachstfolgenden Mitteilung XI ausfiihrlicher 
zuriickkommen werden. 


10. Zusammenfassung. 


1. Es wurde ein Verfahren zur Herstellung von triolein-, élsaure- 
oder cholesterinhaltigen Sojabohnen- bzw. Eilecithinhydrosolen be- 
schrieben. 

2. Bei geniigender Einverleibung dieser Zusitze erhalten die 
Lecithinsole die Eigenschaft, auch mit niedrigerwertigen Kationen 
(Luteokobalt-, Calcitum- und vereinzelt auch Natriumionen) auszu- 


flocken bzw. zu koazervieren, wahrend unsern Solen von gereinigtem 
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Lecithin ohne jene Zusatze diese Eigenschaft abgeht. Letztere flocken 
nur mit Hexolion aus. 

3. Die Ausflockungskurven (als MaBstab der Ausflockungsintensitat 
wurde die Lichtabsorption benutzt) zeigen vielfach Maxima (bisweilen 
Maximaltrajekte). 

4. Mit Hexol-, Luteokobalt- und Calciumion wurde immer bei 
geeigneter Konzentration Umladung gefunden. Die Umladungs- 
konzentrationen liegen meistens nahe bei den Maxima der Ausflockungs- 
kurven (oder in dem flachen Maximaltrajekt). Auch in den Fallen, 
in denen keine Maxima in den Ausflockuneskurven auftreten, erfolgt 
doch mit zwei- oder dreiwertigem Kation Umladung. 

5. Kataphoretisch konnte mit Sicherheit keine Umladung mit 
Natriumchlorid festgestellt werden, da dieselbe, wenn sie tiberhaupt 
stattfindet, bei so hohen Natriumchloridkonzentrationen erwartet 
werden mu, daB die MeBmethodik véllig unsicher wird. 

6. Die Umladungskonzentrationen liegen in derselben GréBen- 
ordnung, wie sie friiher (Mitteilung IX) bei der Autokomplexkoazervation 
des Lecithins unter Mithilfe einer gewissen Gruppe von (gut bis wenig) 
wasserléslichen Nichtelektrolyten (Resorcin, Chlorhydrat usw.) ge- 
funden wurden. 

7. Auch die weiteren Erscheinungen weisen darauf hin, daB die 
Flockung (Koazervation) der triolein-, 6lsiure- und cholesterinhaltigen 
Lecithinsole mit drei- bzw. zweiwertigen Kationen ebenfalls eine Auto- 
komplexkoazervation desselben Typus ist. 

8. So verhindern die hinzugefiigten Neutralsalze (z. B. Natrium- 
chlorid), falls sie selbst noch keine Koazervation hervorrufen, die 
Autokomplexkoazervation (z. B. mit Calciumchlorid). 

9. Es zeigte sich dabei, daB bei gleichbleibender Kationenvalenz 
diese Verhinderung schon bei um so kleinerer Konzentration der hinzu- 
vefiigten Neutralsalze auftritt, je héher die Anionenvalenz ist: Es 
wirken also in der angegebenen Reihenfolge die Neutralsalze kraftiger 
verhindernd : 

Ky SO, K. Fe(CN), K, Fe(CN)g 





KCI] < 5} < 3 < 4 
oder: 
: : Ky SO Nay S, O K. CH(SO.) 
KCl, Nacl< —; :, a 3 ms 


10. Falls Kaliumchlorid oder Natriumchlorid selbst schon bei 
héherer Konzentration Ausflockung (Koazervation) geben, kann der 
Fall vorliegen, daB dieser Antagonismus nicht mehr in der Ausflockung 
sich auBert. Bei etwas giinstigeren Umstainden zeigt die Natrium- 
chloridkurve eine partielle Verhinderung in dem Konzentrations- 


bereich, wo es selbst noch nicht ausflockt. Immer bleibt dabei die Regel 
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der Anionenvalenz giltig. Die Verhinderung ist um so starker, je meh 
die Valenz des Anions zunimmt. 

ll. Die Giltigkeit der Regel der Kationvalenz lieB sich nur in 
einem Falle (Sojabohnenlecithin + 10°, Cholesterinzusatz) nach 
priten, da dieses Sol nur mit Hexolsalz Autokomplexflockung gibt 
Fiir ihre Verhinderung findet man: 

Ca Cly Luteosalz 


ie, 3 


a ~o 


KCl < 


Bei den tibrigen untersuchten Solen ist iiberall auch mit Calciumchlorid 
und Luteosalz Autokomplexflockung vorhanden, jene Reihe ist also 
nur auf ein Glied: Natriumchlorid oder Kaliumchlorid (falls letzteres 
selbst noch keine Ausflockung hervorruft, vgl. 10) beschrankt. 

12. Das Auftreten der Valenzreihen bei der Verhinderung zeigt 
an, daB es sich dabei um die Erniedrigung zweier kapillarelektrischer 
Ladungen von entgegengesetztem Vorzeichen handelt. Beim Um- 
ladungspunkt handelt es sich also nicht um ein Fehlen von kapillar- 
elektrischen Ladungen, sondern nur um eine Ausbalancierung. 

13. Es zeigten sich bei den hier untersuchten Autokomplex- 
koazervationen unter Mitwirkung von in Wasser nicht léslichen Sub- 
stanzen (Triolein usw.) keine auffallenden Unterschiede gegeniibet 
der Autokomplexkoazervation des Lecithins unter Mitwirkung von 
in Wasser (gut bis wenig) léslichen Substanzen der vorangehenden 
Mitteilung LX. 

14. Die Bereitstellung zur Autokomplexkoazervation mit niedriger- 
wertigen Kationen durch geeignete Nichtelektrolyten mu in beiden 
Fallen auf eine Erniedrigung des Solvatationsbestrebens zuriickgefiihrt 
werden, denn auch schon im waisserigen Sol (ohne Zusétze) werden 
polyvalente Kationen adsorbiert; dadurch entstehen kapillarelektrische 
Gegensitze; die von diesen ausgehende effektive Anziehung ist abet 
fiir eine Autokomplexkoazervation zu gering, um die effektive AbstoBung 
(die mit dem Solvatationsbestreben zusammenhangt) zu beseitigen. 

15. Es ist nach 13. wahrscheinlich, daB das in das Lecithinteilchen 
hineingebrachte Triolein, obwohl es in Wasser unléslich ist, jene Bereit- 
stellung durch molekulare Wirkung herbeifiihrt, d.h. in der Solvat 
fliissigkeit, die das Teilchen umgibt (bzw. auch durchtrankt), als Moleke! 
neben Wassermolekeln vorhanden ist. Bei Uberschreitung einer ge 
wissen Menge des unldslichen Nichtelektrolyten sind verwickeltere 
Verhaltnisse vorhanden, die in der nachstfolgenden Mitteilung be- 


schrieben werden sollen. 

16. Die hier beschriebene Autokomplexkoazervation schlieBt sich 
der in Mitteilung IX beschriebenen ebenfalls in ihrer schwierigen 
Umkehrbarkeit an. 
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1. Einleitung. 

Die vorliegende Arbeit schlieBt sich direkt an die vorangehend 

Mitteilungen IX? und X#? dieser Reihe an, deren Inhalt als bekan: 
vorausgesetzt wird, und auf die wir wiederholt verweisen miisse1 
Wahrend in jenen Mitteilungen der Mechanismus der Autokompley 
koazervation des Lecithins verfolgt wurde, handelt diese Mittcilun 
vornehmlich tiber die dabei sich bildenden Autokomplexkoazervat 
selbst, und zwar sowohl der unter Mithilfe von wasserléslichen (IX 
als auch von wasserunléslichen (X.) organischen Nichtelektrolyte: 
entstandenen. Sie zeigen gegentiber den bis jetzt in dieser Reihe be 
schriebenen Koazervaten ein eigentiimliches Verhalten (Nichtumkehi 
barkeit, morphologische Komplikationen, auffallende Modifikatione: 
der Desintegrationserscheinungen im _ elektrischen Gleichstromfelde 
besonderes Verhalten der durch anderweitige Ursachen entstandene: 
Vakuolen usw.), es finden sich aber keine grundsatzlichen Unterschiede 
ob die Bereitstellung zur Autokomplexkoazervation durch wasset 
lésliche oder -unlésliche organische Substanzen erfolgte. Das wird 
uns in Abschnitt 9 zu der Auffassung fiihren, daB jene praktisch un 
loslichen Verbindungen gemaB der ausgesprochenen Organophilie 
(neben Hydrophilie) des Lecithins in begrenztem MaBe als Solvat 
molekel neben Wassermolekeln in seiner Solvathiille eingelagert werden 
k6nnen. Wenn aber die bei der Solbereitung eingefiigte Menge grébe1 
als jene zulassige Grenze ist, so diirfte das die verwickelteren Ver- 
haltnisse verursachen, die in Abschnitt 1] und den folgenden be- 
schrieben sind. Diese kénnen aber wieder ebenso auftreten mit be- 
schrankt wasserléslichen Substanzen (Anilin), wie ebendort gezeigt 
werden wird. 
; In der lebenden Natur wird Lecithin von Fetten, Olen und Chole- 
sterin (bzw. Fettsiuren) begleitet, welche man bei der praparativen 
Chemie zur Reindarstellung der Lecithine zu entfernen sich bemiht 
Nach analytischen Gesichtspunkten bilden ja jene Begleitstofte nu 
Verunreinigungen. Fiir das kolloidchemische Verhalten des Lecithins 
sind aber diese Begleiter von héchster Wichtigkeit, weil eben das 
Lecithin nicht nur hydrophil, sondern dazu auch ausgesprochen 
organophil ist. 

Es scheint uns, daB die Autokomplexkoazervate des Lecithins 
eben mit in der Solvatfliissigkeit neben Wasser eingelagertem Triolein 
Cholesterin usw. daher fiir die Biologie von sehr groBer Wichtigkeit 
sind, was wir im SchluBkapitel naher erértern werden. 


1 H.G. Bungenberg de Jong u. R.F. Westerkamp, diese Zeitschr. 24s 
131, 1932. 
2 Dieselben. ebendaselbst 248, 309, 1932. 
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2. Die besondere Stellung der Lecithinautokomplexkoazervate. 


In dem jetzt folgenden Abschnitt wird gezeigt werden, dab die 
ecithinkomplexkoazervate sich in mehreren Eigenschaften von den 
jis jetzt in dieser Reihe besprochenen Koazervaten unterscheiden. 
Das trifft nun sowohl fiir diejenigen zu, bei denen die Bereitstelling 
ur Autokomplexkoazervation mit niedrigerwertigen Kationen mit in 
Wasser (gut bis wenig) léslichen als auch mit unléslichen organischen 
Verbindungen erfolgt war. Ist die bei der Solbereitung unverleibte Menge 
letzterer nicht zu groB, so liefert der Unterschied der Wasserléslichkeit 
ilso keine grundsatzlich neuen Erscheinungen (vgl. aber Abschnitt 11!). 
Die eigentiimliche Stellung auBert sich erstens in der Schwer- oder 
volligen Nichtumkehrbarkeit einer einmal erfolgten Autokomplex- 
koazervation. Alle bisher beschriebenen gewéhnlichen Komplex- 
koazervate (z. B. positive Gelatine + negatives Gummi arabicum usw., 
aber ebenfalls die des Typus positives Eiweif — negatives Lecithin!) 


und Autokomplexkoazervate (z.B. Gummi arabicum + Hexolsalz, 
positives Ichthyocoll + Kaliumferricyanid) werden nach Zusatz ge- 
eigneter Neutralsalze wieder aufgehoben. Dasselbe trifft (Mittei- 


lung VIII), ebenfalls tiie Autokomplexkoazervate zu, bei denen die 
Bereitstellung zur Autokomplexkoazervation mit niedrigerwertigen 
Kationen unter Mitwirkung geeigneter Desolvatationsmitte] herbei- 
gefiihrt war (Gummi arabicum + Calciumchlorid + Aceton, Alkohol 
bzw. Athyllactat). 


Die Aufhebung letzterer kann auch in der Weise bewirkt werden, 
daB der erforderliche Desolvatationszustand durch Herabsetzung der 
Desolvatatorkonzentration (Hinzufiigen von destilliertem Wasser) ver- 
ringert. wird. 

Bei den Autokomplexkoazervaten des Lecithins findet sich jene 
Umkehrbarkeit nicht oder nur unvollkommen vor. Anderungen in der 
Zusammensetzung der Gleichgewichtsfliissigkeit kénnen zwar an- 
sehnliche Zustandsénderungen, die sich im morphologischen Bilde 
kundgeben (Verfliissigung von ,,Flocken**, Abscheidung mesomorpier 
Phasen, Herauswwachsen von Myelinfiguren) herbeifiihren, aber 
weder Neutralsalzzusatz noch Verdiinnung mit Wasser (bei jener 
Koazervation, bei der ein wasserléslicher Nichtelektrolyt die Bereit- 
stellung herbeifiihrte) fiihrt restlos zum Solzustande zuriick. Mit 
dieser Nichtumkehrbarkeit hangen wohl auch die weiter unten zu 
beschreibenden Unterschiede im Verhalten dieser Koazervate nahe 


Zusammen. 


1 H.G. Bungenbergde Jong u. K.C. Winkler, diese Zeitschr. 248, 
115, 1932. 
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* 


3. Die Morphologie der Autokomplexkoazervate des Lecithins. 

Die Lecithin-Autokomplexflockungen zeigen mikreskopisch eine 
auBerordentlichen Reichtum von morphologischen Formen und Form 
anderungen. Sie kénnen erscheinen als lockere Flocken, an denen mai 
keine nadheren Einzelheiten differenzieren kann, 7. B. vielfach mi 
jenen Kationen, die eine hohe effektive Anziehung (vgl. weiter unten 
Abschnitt 15) nach ihrer Anheftung zustandebringen (wie Hexol 
kationen) (Mitteilung X, Abschnitt 3,¢), aber auch schon mit det 
iibrigen, falls ein starker Desolvatationszustand vorliegt. 
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Abb. 1 
Gut fliissige homogene Autokomplexkoazervattropfen von Sojabohnenlecit! 
Lecithinsol Chloralhydrat (Endkonzentration 20 ) + Caleiumehlorid (Endkonzentrat 


U 
35 Milliiquivalente). 


Vergrifiierung 96 mal linear 


Bisweilen gewinnt man den Einaruck, als wenn die Fléckchen eine 
mehr laingliche Gestalt Lesitzen (Schliereneffekt bei dem 40°, Chole 
sterin enthaltenden Scjabohnenlecithinsol mit Luteokobaltchlorid 
Caleciumechlorid und Natriumehlorid, Mitteilung X, Abschnitt 3, d) 
Ist der Charakter des Koazervat issiger, so entstehen kérnige ode 


klumpige Ausflockungsformen, die bisweilen ebenfalls zu langlichen 
Gebilden zusammentreten (vgl. weiter unten, Abschnitt 12 und Abb. 11 
Bei geniigend fliissigem Charakter erhalt man gut fliissige Koazervat 
trépfchen, die beim Zusammenst>8 leicht zusammenflieBen kénnen 
(Abb. 1). Vielfach hat Temperaturerhéhung einen giinstigen EinfluB aut 
die Aushildung dieser gut fliissigen Koazervattrépfchen!. Besonders 
deutlich ist dieser EinfluB beim nichtgereinigten Sojabohnenlecithir 


' AuBer Erhitzen férdert Hinzufiigung von Tsoamylalkohollésun, 
vielfach die Bildung fliissiger Koazervattropfen (vgl. auch Abschnitte 1: 
und 13). 
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(das also Fett als Verunreinigung enthalt) und bei dem gereinigten 
Sojabohnenlecithin mit 30 und 50°, Trioleinzusatz (Mitteilung X, 
Abschnitt 3, a und 38, ¢). 

Gerade diese bei 50° vollkommen homogenen Koazervattropfen, 
welche nahe beim Umladungspunkt des Calciumchlorids entstehen, 
zeigen beim Abkiihlen merkwiirdige Anderungen. Sie nehmen dabei 
eine kérnige Oberflache an und verlieren mehr oder weniger ihre leicht- 
flissige Natur. Die Korner sind doppelbrechend. Die Vorginge, die 
beim Abkihlen eintreten, sind beim Erwarmen reversibel. 

Ebenfalls fanden sich bei mit Anilin desolvatiertem Lecithin 
ahnliche Abscheidungen doppeltbrechender Koérner. Letztere haben 
vielfach Kugelgestalt und sind wohl mesomorpher Natur. 

Es wurde 6fters beobachtet, daB aus der Oberflaiche eines gut- 
fliissigen Koazervattroptens unter verschiedenen Eingriffen Myelin- 
formen (die auch vielfach doppeltbrechend waren) herauswachsen 
koénnen (z. B. beim Hinzufiigen bestimmter Stoffe aber bisweilen auch 
schon nur beim Anlegen des Gleichstromfeldes). 

Damit ist die Fille der morphologischen Erscheinungen noch 
nicht ersch6épft. Schon ohne das Auftreten von mesomorphen Phasen 
kénnen verwickelte Verhaltnisse vorliegen, die wir aber erst im Ab- 


schnitt 11 besprechen werden. 


4. Verhalten der Autokomplexkoazervate des Leecithins im elektrischen 
Gleichstromfelde, 


Wenn die Koazervattropten genigend fliissig sind, zeigen sie 
ebenfalls Desintegrationserscheinungen, die jedoch sehr eigentiimliche 
Modifikationen des gew6hnlichen Typus aufweisen?. 

Mehr oder weniger typisch sind folgende Erscheinungen : 

1. Der Tropfen bleibt bestehen. 

2. Es treten im Innern des Tropfens in sich geschlossene Strémungs- 
bahnen auf (entlang der Peripherie und axial zuriickkehrend) 

3. Vakuolisation; die Vakuolen werden mit dem = strémenden 
Tropfeninhalt mitgefiihrt, woh ‘“* bisweilen an die Peripherie an- 
geheftet an dieser entlanggleiten. 

4. Bisweilen treten die Vakuolen aus, meistens aber sammeln die 
Vakuoleninhalte sich in einer einseitig am Tropfen angehefteten Blase, 
die mit einem diinnen (oft schwe” sichtbaren) Film umgeben ist 

1 Da die Autokomplexkoazervattropfen nicht oder nur schwierig auf 
einer Glasoberflache ausflieBen, kénnen sie zur Untersuchung der Des 
integrationserscheinungen in ihrer ..Gleichgewichts*'-Fliissigkeit auf einem 
horizontalliegenden Objekttrager untersucht werden. Es eriibrigt sich also 
die in Mitteilung IV (diese Zeitschr. 221, 403, 1930) beschriebene Apparatur, 
bei der die Trépfchen frei schwebend untersucht werden kénnen 


Biochemische Zeitschrift Band 248. 93 
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5. Bei staérkeren Feldern tritt oft Zerkliiftung des ganzen Tropfens 
in viele Teilstiicke auf, die in komplizierte Rotationsstr6mungen geraten 

6. Bei Eintreten von 5. kriechen die rotierenden Massen auf dei 
Glasoberflache. 

7. Bei Abstellung des Feldes kénnen vielfach die unter 5. ent- 
standenen Teilstiicke wieder zu einer anscheinend homogenen Koazervat- 
masse zusammenflieBen. 

8. Die Vorginge sind, was die Richtung betrifft, in der sie erfolgen, 
ausgesprochen polarer Natur. Die bei den kataphoretisch negativen 
Koazervattropfen auftretenden Erscheinungen sind also das Spiegel- 
bild von denen, die bei den kataphoretisch positiven Tropfen auf- 
treten. 

Abb. 2 gibt schematisch diese Verhaltnisse wieder. 


(> c , 
4S [=] i) a | all 


Abb. 2. 
Schematisches Bild einiger vielfach bei Lecithin-Autokomplexkoazervaten angetroffenen Einzel 
heiten im elektrischen Gleichstromfelde. 
1 = Anfangszustand: Tropfen homogen. B Es bilden sich Vakuolen, die yon einem in sicl 
geschlossenen Rotationsstrom im Inneren des Koazervates mitgefiihrt werden. Sie ergiefen 
ihren Inhalt zu gelegener Zeit in eine hyaline Blase, die sich an dem einen Ende des 
Tropfens bildet. 


Zul. Bei den gewéhnlichen Komplex- und Autokomplexkoazervaten, 
wenn sie lebhafte Desintegrationserscheinungen aufweisen (geniigend fliissig 
sind), verschwinden die groBen Tropfen bei geniigender Feldstarke in sehr 
kurzer Zeit. Hier gelingt es manchmal, die oben beschriebenen Erscheinungen 
langere Zeit hindurch zu verfolgen, ohne daB man den Eindruck hat, daB 
die Masse des Koazervattropfens stark abnimmt. 

Zu 2. Die auftretenden Strémungen des Tropfeninhaltes stehen, was 
ihre Richtung betrifft, in Einklang mit der Auffassung, daB es sich hiet 
um Elektroendosmose der Innenseite der Tropfengrenze entlang handelt. 
Die Innenseite dieses Filmes hat dann gegeniiber der Koazervatfliissigkeit 
dasselbe Ladungszeichen wie ihre AuBSenseite gegeniiber der ,,Gleich- 
gewichts*‘-F liissigkeit (kataphoretisches Verhalten des Koazervattropfens). 
In dieser Hinsicht besteht grundsatzlich kein Unterschied mit den tibrigen 
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Komplexkoazervaten, an denen wir ahnliche Erscheinungen, die dort 
iibrigens gar nicht auffallen und schwierig zu beobachten sind. ebenfal! 
wahrnehmen. 

Zu 3. Die Vakuolen, die sich der Innenoberflaiche des Tropfens an 
schmiegen, heben vielfach einen oft schwer sichtbaren Film mehr ode: 
weniger ab. 

Zu 4. Sie kénnen diesen Film aber meistens nicht durchbrechen und 
verschieben sich an das eine Ende des Tropfens, wo ihre Inhalte fortwahrend 
zusammenflieBen. Ist die sich so bildende hyaline Blase geniigend gro! 
so erscheinen die Koazervattropfen vielfach in Halbmondform!. Be 
Umpolung der Feldrichtung kann bisweilen die hyaline Blase ohne Ze1 
storung der Oberflache des Koazervattropfens entlanggleiten, so daB bald 
daraut die Halbmondformen nunmehr im Spiegelbild vorliegen. 

Wenn aber bei diesem Platzwechsel die hyaline Blase zerstért wird 
erweist sich ihr Inhalt als ohne Nebenerscheinungen mit dieser Umgebungs 
fliissigkeit mischhar. 

Vielfach ist die Lage des schwer sichtbaren Blasenfilms durch kleine 
in einem Kreis angeordneter (an der Innenseite des Films anliegender) vor 
der Hauptmasse des Koazervats abgerissener kleiner Trépfchen angedeutet. 

Zu 8. Der hier erérterte Zusammenhang geht aus vorstehender Tabelle | 
hervor in welcher die darauf untersuchten } alle, bei denen sich gut fliissige 
Koazervattropfen bildeten, zusammengestellt sind. In ihr bedeuten L 
und FR das Verhalten, wie es im Schema Abb. 1, links (LZ) und rechts (RP 
abgebildet ist. 

Die Koazervate des 30°, Triolein enthaltenden (auf Lecithin 
bezogen) Sols (Nr. 16) zeigten nech ein merkwiirdiges Verhalten im 
Gleichstromtelde. Bei AnschlieBung des Feldes bildeten sich zwar an 
der einen Seite (nach Abb. 2) hyaline Blasen, doch wuchsen zur gleichen 
Zeit an der gegeniiberliegenden Seite des Tropfens kleine myelinartige 
Gebilde aus der Oberfliche heraus. Zusatz einiger Tropfen gewisset 
Indikatorlésungen verstarkte diese Erscheinung auffallend (wirksam 
war z. B. Phenolrot). 

Bei Abschaltung des Feldes ziehen diese Gebilde sich wieder in 
die Oberflache zuriick. 

Beim 50° ig. Triolein enthaltenden Sol zeigten die Koazervate die 
Bildung der hyalinen Blase nicht sehr deutlich. Im Gegenteil kénnen hie1 
die Vakuolen vielfach aus der Oberflaiche des Tropfens heraustreten und 
platzen, und zwar bei den negativen Trépfchen nach der Richtung det 
negativen Elektrode, bei den positiven nach der Richtung der positiven 
Elektrode hin. Bei dem Lithiumchloridkoazervat war aber wieder die 
Bildung typischer hyaliner Blasen vorhanden. 


' DaB die Ursache der so auftretenden eigentiimlichen Tropfenforn 
im Grunde auf der Bildung solcher angehefteter Blasen beruht, hat zuerst 
mein Kollege und Freund Prof. Dr. 8S. 7. Bok (Leiden) gezeigt. der den 
auBerst schwierig sichtbaren Film, der bei dem ersten uns begegneten Fall 
(Lecithin mit Anilin desolwatiert) auftrat. durch geeignete Belichtung 
sichtbar machen konnte. Bei den spiater untersuchten Fallen waren die 
Filme meistens viel leichter zu sehen. 
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5. Autokomplexkoazervation mit einwertigen Kationen. 


Obwohl wir in Mitteilung IX und X bei der Ausflockung bzw 
Koazervation mit Alkalichloriden keine Umladung auffinden konnten, 
weist das Verhalten der mit Lithiumchlorid aus dem 50°, igen triolein- 
haltigen Sojabohnenlecithinsol (bei 50°) erhaltenen Koazervattropfen 
im elektrischen Gleichstromfelde doch auf ihre Autokomplexkoazer vat- 
natur hin. Die Richtung, in der die morphologischen Anderungen 
(Tabelle 1) stattfanden, weist darauf hin, daB bei 910 Millidquivalenten 
die kataphoretische Ladung des ganzen Tropfens noch immer negatiy 
ist. Sie konnte wegen der sehr hohen Salzkonzentration mit unsere 
Methodik der Kataphorese nicht gepriift werden. Sehr deutliche Des- 
integrationserscheinungen zeigten ebenfalls die mit 0,91 n Kalium 
chlorid oder Natriumchlorid bei langerem Erwarmen erhaltenen gut 
fliissigen Koazervattropfen. 


Es miissen also durch Aufnahme von Natriumionen jedenfalls 
Ladungsgegensatze am Lecithinteilchen entstehen. Das ist aber nur 
méglich, wenn hier diese Anheftung nicht an ionogenen Stellen erfolgt, 
denn nach einem solchen Mechanismus ware das zwar fiir polyvalente 
Kationen, nicht aber fiir die einwertigen Kationen! verstandlich'. 
Beim Gummi arabicum-Sol*, bei dem sich ebenfalls Autokomplex- 
koazervation mit einwertigem Kation bei Gegenwart von Aceton vor- 
findet, wo aber wegen der Nebenwirkung des Acetons auf die Anheftung 
der Ionen selbst Umladung erzielt werden konnte, zeigen sich ebenfalls 
Desintegrationserscheinungen im Gleichstromfelde. Es lieB sich zeigen, 
daB bei Erhéhung der Acetonkonzentration die benétigten Mengen der 
polyvalenten Kationen schlieBlich aquivalent werden, wihrend Natrium- 
ion dieses Verhalten nicht aufweist. Damit ist die Annahme in Einklang, 
daB durch Anheftung an ionogene Stellen nur polyvalente Ionen zu 
Ladungsgegensatzen fiihren, monovalente nicht. Letztere kénnen 
daher nur durch Adsorption zwischen den ionogenen Stellen dazu 
fiihren. Bei den polyvalenten Ionen, bei denen eine solche Adsorption 
zwischen den ionogenen Stellen vielleicht auch stattfindet, liegt der 
Schwerpunkt des Entstehens von Ladungsgegensatzen wohl vollig 
auf der Anheftung an die ionogenen Stellen. 


Beim Lecithinsol konnte bei Gegenwart von Aceton zwar wiederum 
die Aquivalenz der sechs- und dreiwertigen Kationen erreicht werden, und 
dasselbe wirde ebenfalls fiir das Calciumion gelten, wenn nicht andere 
Umstande dieser vélligen Erreichung im Wege standen (Mitteilung LX, 
Abb. 7, 8 und 9). Aber eine Umladung mit Natriumchlorid konnte 


' H.G. Bungenberg de Jong u. J. Lens, diese Zeitschr. 235. 174, 1931 
2 H.G. Bungenberg de Jong u. K.C. Winkler. 1. ¢. 











344 H. G. Bungenberg de Jong u. R. F. Westerkamp: 


dort, obwoh] Aceton die Umladungskonzentrationen so stark erniedrigt 
nicht mit Sicherheit festgestellt werden. Das zeigt somit, daB fiir da 
rein wisserige Lecithinsol keine Umladung mit Natriumchlorid bestelt 
oder allenfalls erst bei sehr groBer Konzentration. Alles in allem scheint 
uns das darauf hinzuweisen, daBb die effektive Anziehung durch An 
heftung von Natriumionen bei den itiblichen Konzentrationen nur seh: 
klein sein kann, jedenfalls viele Male kleiner als mit Calciumionen be 
viel geringeren Konzentrationen. Dies ist fiir die Biologie von Bedeutung 
worauf wir in Abschnitt 15 zuriickkommen werden. 


6. Die Vakuolisation der Komplexkoazervattrépfchen des Lecithins. 


Die Bildung hyaliner Blasen ist nicht nur im elektrischen Felde 
zu erzwingen (Abschnitt 4), sondern kann auch auftreten, wenn di 
Vakuolisation durch andere Umstiande (Temperatur, Milieudénderungen 
hervorgerufen wird. Falls die sie umgrenzenden Filme nicht gut sichtba 
sind, kénnen diese in geeigneten Fallen mit Tusche nachgewiesen werden 
Da es sich nicht mehr um die typisch polaren Erscheinungen des elektri 
schen Gleichstromfeldes handelt, kénnen an verschiedenen Stellen 
eines Koazervattropfens mehrere hyaline Blasen angeleftet  sitzen 
(Abb. 3 A). Liegen mehrere Tropfen dicht nebeneinander, so kénnen 


en . Abb. 3. 
J a. £) Vakuolisationserscheinungen yon Autokomplex 
koazervattropfen des Lecithins (Schema). 
A B 1 Bildung hyaliner Blasen an verschiedene 
Stellen der Oberfliche. 
a, B Mehrere Koazervattropfen hingen n 
diD hyalinen Blasen zusammen. 
Cc Gegliederte Vakuolen im Innern des 
Tropfens. 
of D Facettierte Koazervattropfen. 





bisweilen die Filme einander beriihrender Blasen verschmelzen, so 
daB nunmehr die Koazervattropfen durch gemeinschaftliche Blase: 
zusammenhangen (Abb.3.B). Die beim Desintegrationsvorgang im 
Innern gebildeten Vakuolen kénnen bisweilen ein unvollkommenes 
ZusammenflieBen zeigen, wobei gegliederte Vakuolen entstehen, dere! 
Inhalte durch vielfach schwer sichtbare Filme voneinander getrennt 
bleiben (Abb. 3 C). 


7. Facettierte Koazervattropfen. 


Bisweilen kommt es bei der Vakuolisation nicht deutlich zur Aus 


buchtung des AuBenfilms, wodurch bei Vorhandensein einer gréBere! 
Anzahl von an letzteren anliegenden Vakuolen der Koazervattropfe: 
ein regelmaBig facettiertes Aussehen erhalten kann (Abb. 3 D). 
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S. Die Filme der Autokomplexkoazervattropfen. 


Es scheinen uns viele der in den vorangehenden Abschnitten be- 
schriebenen Erscheinungen mit der ganz besonderen Natur der die 
Lecithinautokomplexkoazervate umkleidenden Filme zusammenzu- 
hangen. Die Filme der gut fliissigen Tropfen haben wohl Fliissig- 
keitsnatur, denn zwei einander bertihrende Trépfchen kénnen leicht 
zusammenflieBen. Doch zeigen sie das merkwiirdige Verhalten, daB sie 
lurch mit der Umgebungsfliissigkeit vollkommen mischbaren wiisse- 
rigen Flissigkeitsansammlungen (vgl. hyaline Blasen, Abschnitt 4, 
fh und 7) abgehoben werden kénnen, ohne ihre Existenz einzubiiBen. 
Das ist bei den reversiblen Komplex- und Autokomplexkoazervaten 
nicht der Fall. Sobala dort ein Kolloidfilm an beiden Seiten von der- 
selben Fliissigkeit begrenzt wird, hért ihre Existenz auf!. Die sie auf- 
bauenden Kolloidteilchen dispergieren dort spontan und der Vakuolen- 
inhalt kann sich mit der Umgebungsfliissigkeit vermischen. 

Viele weitere Einzelheiten (Abscheidung doppeltbrechender Fliissig- 
keitstropfen aus dem Koazervat, Herauswachsen von vielfach doppelt- 
brechenden Myelinréhren aus der Oberflaiche) legen uns die Vermutung 
iahe, daB die ganz abweichenden Filme vielleicht mesomorpher Natur 
sind. 

Wir sind geneigt, den Filmen der Autokomplexkoazervate des 
Lecithins eine wichtige biologische Rolle beizumessen (Abschnitt 17). 


9, Die Bereitstellung des Lecithins zur Autokomplexkoazervation mit niedriger- 
wertigen Kationen durch Triolein usw. 


Die in allen wesentlichen Punkten festgestellte Uhereinstimmung 
im Verhalten der Sole bei der Autokomplexkoazervation (Mitteilung IX 
und X) und in den Eigenschaften der dabei entstehenden Autokomplex- 
‘oazervate, je nachdem die Bereitstellung mittels wasserléslicher (gut 
bis wenig) oder praktisch wasserunléslicher geeigneter’ organischer 
Verbindungen erfolgte, 14Bt vermuten, daB letztere dabei auch in 
molekularer Verteilung jene Wirkung im Kolloidteilchen ausiiben. 
Wir glauben, daB sie molekular in die Solvatfliissigkeit, die zum Teilchen 
gehért (als Hiille aber wahrscheinlich auch zwischen den Lecithin- 
molekeln vorhanden ist), bis zu einer gewissen Grenze* neben die dort 
ebenfalls vorhandenen Wassermolekeln eingelagert werden kénnen. 
Jene Einlagerung muB nun eine Abschwachung der Fahigkeit der rein 
wasserigen Solvathiille, als Stabilitaétsfaktor selbst beim Umladungs- 


' Mitteilung V, diese Zeitschr. 232, 338, 1931." 
2 Verwickeltere Erscheinungen, die in Abschnitt 11 besprochen werden 
sollen, hangen wohl damit zusammen, daB die bei der Solbereitung dar- 


gebotene Menge des Nichtelektrolyten jene Grenze iibersteigt. 
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punkt mit Luteokobalt- bzw. Ca-Ion die Ausflockung (Koazervation 
zu verhindern, zur Folge haben, d.h. sie muB die Bereitstellung zw 
Autokomplexkoazervation mit niedrigerwertigen Kationen herbeifiihren 
DaB Einlagerung von gewissen Molekeln in die Solvathiille eines hydro 
philen Teilchens in der Tat zur Abschwachung des Solvatations 
bestrebens fiihren kann, hat 7'\jaden Modderman' in ciner Untersuchung 
liber die Koazervation des Gelatinesols beim isoelektrischen Punkt 
durch Resorcin gezeigt. Viskosometrisch zeigte sich, daB eine Desol 
vatation vorliegt. Die durch geniigenden Resorcinzusatz entstandene: 
Koazervate wurden nun auf ihre Zusammensetzung hin untersucht 
Sie enthalten Gelatine (G), Wasser (W) und Resorcin (R). Besonder: 
wichtig aber ist, daB der Resorcingehalt der Solvatfliissigkeit des 
Koazervats (d.h.: W + &) immer gr6Ber ist als der Resorcingehalt 
der Gleichgewichtsflissigkeit. Bei Erhéhung der Resorcinkonzentratior 
letzterer finden sich nun im Koazervat folgende Anderungen voi 

1. R/G steigt fortwahrend an. 

2. W + R/G@ sinkt zuerst, erreicht ein Minimum und steigt vor 
neuem an. 

Bei sehr groBber Resorcinkonzentration endlich findet tiberhaupt 
keine Koazervation mehr statt. 

Der Ausdruck W + R/G gibt gewissermaben ein Ma fiir das 
Solvatationsbestreben. Bei Einlagerung von Resorcin sinkt er als: 
zuerst, wobei Koazervation eintritt und die Koazervate vorliufig 
solvatirmer werden, bei weiterer Erhéhung werden sie unter imme! 
weiterer Einlagerung von Resorcin wiederum solvatreicher, bis schlieBlich 
das Solvatationsbestreben so gro} geworden ist, da die Koazervation 
ausbleibt?. 

Morphologisch lassen sich ahnliche Verhaltnisse beim Lecithinso! 
gegeniiber Resorcin vermuten. So erscheinen die Calcium-Autokomplex 
koazervate als Flocken oder kérnige Massen bei etwa 5°, Resorcin 
Bei héheren Konzentrationen erscheinen mehr klumpige Massen 
zuletzt aber (20 bis 30°,) gut fliissige Tropfen, die sich zum Studium 
der Desintegrationserscheinungen eignen. 

‘ ‘ 

1 RLS. Tjaden Modderman, Tissertation Leiden 193 
2 Nach Tjaden Modderman liegen diese Zusammenhiange bei det 
Koazervation des isoelektrischen Gelatinesols mit Athylalkohol (und auch 
mit Natriumsulfat) véllig anders. Es ist dabei die Solvatfliissigkeit immer 
farmer an Alkohol als die Gleichgewichtsfliissigkeit. Dieser Gegensatz 
von Resorcin und Alkohol ist auch interessant im 1T.inblick auf den i 
Mitteilung IX beschriebenen Gegensatz beider Substanzen, was ihr 


Nebenwirkungen auf die Umladungskonzentrationen des Lecithins betrifft 
Wie aber in Mitteilung X gezeigt wurde. schlieBen sich die wasse1! 
unléslichen K6rper Triolein, Olséure und Cholesterin in bezug auf dies 
Nebenwirkung eng an das Resorcin an. 
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Nicht nur mit anderen gut wasserléslichen (z. B. Chloralhydrat 
Abb. 1), sondern auch mit in Wasser wenig léslichen festen Korpern 
erhalt man den Eindruck, daB bei fortgesetzter Einlagerung die Koazet 
vate solvatreicher werden. 

Beim Schiitteln des calctumchloridhaltigen Sols mit Mentholkristallchen 
tritt nach und nach Opaleszenz und Triibung auf. Bald erscheinen kornige 
Flocken, und bei weiterem Schitteln tritt Verfliissigung dieser Kornchet 
zu groBen, gut fliissigen Koazervattropfen ein. Nimmt man nur wenige 
Mentholkristallechen, so kann ein stundenlanges Schiitteln erforderlich sein 


bis das Stadium der gut fliissigen Koazervattropfen erreicht wird Abb. 4 








Abb. 4 
Gut fliissige Autokomplexkoazervattropfen von Sojabohnenlecithin, erhalten durch fortgesetzts 
Schiitteln des calciumehloridhaltigen Sols mit einem Mentholkrystallehet Die kérnigen Rest: 
sind wohl noeh Uberbleibsel der zuerst entstehenden solvatarme Flockung 


Vergiéberung 56mal linear 


Es ist anzunehmen, daB wahrend des gr6Beren Teils Jener Zeit das Dispersions 
mittel an Menthol etwa gesattigt war. es sich also nur darum handeln kann 
daB das Lecithin fortwahrend aus ihr Mentholmolekeln aufnimmt, wahrend 
das Kristallechen dieselben an das Dispersionsmittel nachliefert. Die gleichen 
Erscheinungen treten beim Schiitteln mit p-Tolunitrilkristaéllchen auf 
Dabei ist wegen der niedrigen Schmelzpunkte (29°) besonders darauf zu 
achten, daB die Temperatur niedrig bleibt (unter 26°). Bet Handwarme 
besteht schon die Gefahr. da®B die Kristallchen schmelzen. wobei vet 
wickeltere Erscheinungen auftreten kénnen (vgl. Abschnitt 11 


10. Ein bei Lecithinautokomplexkoazervatsystemen bisweilen beobachteter 
Schiitteleffekt. 

Beim Schiitteln des calciumehlcridhaltigen Sols mit p-Tolunitril 

tritt, wie oben gesagt, Opaleszenz und Tribung ein In einem gewissen 

Stadium zeigt sich die Erscheinung, daB eine starke Triibung vorhanden 


ist, falls man mit dem Schiitteln aufhért und sich dann klumpige 


92 
aVJ 
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Fl6ckchen bilden, dab jedoch bei kraftigem Schiitteln sich sehr starke 


Aufhellung einstellt. Die Erscheinung ist beim Schiitteln des Reagenz 


rohres mit der Hand schén zu verfolgen. 
hei kraftigem Schitteln ziemlich gut durchsichtig 


Sie kann so stark sein, dal 


das System ist 
einige Sekunden nach Aufhéren des Schiittelns aber undurchsichtig wird 


Nach fortgesetztem Schiitteln hért die Erscheinung bald auf, und 
nun haben sich groBe, gut flissige Tréptchen gebildet. 
Den Schitteleffekt haben wir in vielen anderen 


er scheint mit dem Vorhandensein kleiner, sehr leicht 


Fallen gesehen 


deformier bare! 


Koazervattropfchen zusammenzuhangen. 


11. Mehrteilige Autokomplexkoazervattropfen. 
Unter mehrteiligen Autokomplexkoazervattropfen mochten wit 
Gebilde verstehen, die aus mehreren ineinander geschachtelten Fliissig- 
keiten zusammengesetzt sind, die unter gewissen Bedingungen, bei det 


\utokomplexkoazervation zu erwarten ist, auftreten. 





Abb. 5 
Autokomplexkoazervat, erhalten durch Schiitteln von ilciumehlorid} gem Sojat 
lecithinsel mit Anilir 
Zusatzmenge 0,2 ec1 auf 10 cem Sol Das Koazervat ist solvatarm ersche 
Form kiérniger Flocken 
Vergréberung 70mal linear 
Diese Verhaltnisse moégen an einem Beispiel erortert werden. Von 


einer Mischung aus gleichen Raumteilen Sol 11 * (gereinigtes Sojabohnen 
10 Calciumchlorid wurden je 10 ccm mit ver- 
Bei Zugabe von 
loslich 


lecithin ohne Zusatz) und n 
schiedenen Mengen frisch destillierten Anilins geschiittelt. 


0.2c¢cem Anilin, einer Menge, die im vorhandenen Wasser noch gut 


entstehen solvatarme Flocken, die einen kérnigen Bau vermuten lassen 


ist, 
Sattigungsgrenze im 


Abb. 5). Mit 0.3. cem Anilin (was schon nahe bei det 


* Mitteilung IX, Abschnitt 2). 
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orhandenen Wasse1 liegt, Loslichkeit her 1 6' etwa 3.1 vy aul Loo cen 
ntstehen aber groBe, gut fliissige Koazervattropten (Abb. 6), die sich tin 
las Studium der Desintegrationserscheinungen gut elgnen Bis hiern 
varen die Anderungen aus den Darlegungen von Abschnitt % nicht schwet 
u deuten. 
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Abb. 6 
Dasselbe System wie in Abb. 5, aber Zusatzmenge 0.3 ! Ar 
Es bilden sich einteilige gut fliissige Koazervattropfen (abgesehen von'kleineren k 
Resten der sich zuerst bildenden .Flocken* 


Vergrifberung 70 mal linear 


? -@ a 2 ‘ 
ro) @ ms 
.) 
—_ a ~~ 
Abb 
Dasselbe System wie in Abb. 5, Zusatzmenge es Ay ns aber ¢ 


Es entstehen zweiteilige Koazervattropfer 
Vergréserung 96 mal linear 


Beim NSchiitteln mit 0.35 c¢cem Anilin, d.h. also einer Menge. die nu 


vorhandenen Wasser sich nicht mehr vollig l6sen wiirde, entstehen nut 


aber mehrteilige Koazervattropfen, die hier aus zwei iIneinander — ge 
schachtelten Fliissigkeiten bestehen Abb. 7 Ohne Zweifel hiangt das 
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mit emer Uberschreitung der Loéslichkeitsgrenze des Anilins in’ Wasss 
abet doch ist die Deutung des morphologischen Bildes 2 
Anilintropter 


Zusamnmen 
eines Koazervattroptens, der als EimschlieBung einen reinen 
fiihrt', zu einfach. Denn dann waren bei weiterer Erhohung der Anilinmeng: 
keine neuartigen Erscheinungen mehr zu erwarten. Im Gegenteil lehrt cde 
Versuch, dab bei Anwendung von 0,4cem Anilin nunmehr noch kompli 
ziertere Verhaltnisse auftreten. Es bilden sich nun mehrteilige Koazervat 
tropten, die aus dre: ineinander geschachtelten FE liissigkeiten besteher 
Abb. 8). Zuletzt andert sic h das morphologis« he Bild abermals bel weitere 
Erhohung der Anilinmenge. Mit 0,5cem Anilin bilden sich keine mehr 
teiligen Koazervattropfen mehr. Das Lecithin wird véllig von dem nunmeh 
groben UberschuB von in Wasser nicht gelostem Anilin aufgenomme 
Abb. 9). Nur sehr vereinzelte Anilintropfen zeigen noch kérnige Lecithin 


reste, die an ihrer Oberflache anliegen. 


9 Go 
See aad 6 


O e206 


Abb. &, 
Dasselbe Svstem wie in Abb. 5. Zusatzmenge des 


Es entstehen dreiteilige Koazervattropfen. 


Vergrotierung 78mal linear 


Die mit 0.5ccem Anilin auftretenden Erscheinungen sind woh! 
dieselben, die wir friiher? mit einem Uberschu®B an Ather beschrieben 


haben. Es zeigte sich dort. daB einem Lecithinsol durch Schiitteln 


mit Ather im UberschuB kein Lecithin entzogen wird, wohl aber bei 
geniigendem Neutralsalzzusatz zu dem Sol. Es trat dabei die Valenz 
regel der Kationen auf. Wir schlossen: Lecithin kann nur mit einem 
UberschuB an Ather ausgeschiittelt werden, wenn die Lecithinteilchen 


in geniigendem Mabe ihre kapillarelektrische Ladung eingebiBt haben 


' Val. Mitteilung V. diese Zeitschr. 232, 338, 1931. 
2 H.G. Bungenberg de Jongu. R. FF. Westerkamp, ebendaselbst 234, 347, 


1931, Absehnitt &. 
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Damals wurde auch gezeigt, da mit einer Menge Ather. die sich eben 
ioch léste, mit Neutralsalzen Koazervation auftritt Inzwischen hat 
s sich herausgestellt, daB auch diese Koazervation eine Autokomplex 
soazervation ist (die Koazervate zeigten die in Abschnitt 4 beschriebenen 
Desintegrationserscheinungen). Das Verhalten des mit 0.5 cem Anilin 
veschittelten calciumchloridhaltigen Lecithinsols kénnen wir somit 
ils Ausschittelung deuten. Was den Zustand des Lecithins im Anilin 
bzw. Ather anbetrifft. ob molekulargelést, ob als organophiles Sol 
iBt sich auf Grund unserer Versuche nicht sagen 

Zwischen beiden extrem einfachen Fallen mit 0.2 bis 0.3 und mit 
0.5cem Anilin liegt aber eine Reihe von Zwischenfallen, tiber deren 


Deutung wir uns noch nicht im klaren sind 
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Abb. 9 
lasselbe Svstem wie in Abb. 5, Zusatzmenge des Anilins aber 0.5¢ 
Bis auf wenige kérnigeyReste bilden sich keine Koazervate méhr Die Ar nt fe 
ben das Lecithin aus dem calciumchloridhaltigen Sol in sich aufgenomme? 


Vergroberung 66mal linear 


Das Auftreten von mehrteiligen Koazervattropfen, die aus drei 
ineinander geschachtelten Fliissigkeiten bestehen, beobachteten wit 
ferner mit p-Tolunitril statt Anilin bei geringem Erwarmen, wobei 
sich eine Emulsion der geschmolzenen Substanz bildet (Schmelz 
punkt 29°), 

Orientierende Versuche. ebensolche dreiteiligen Koaze rvattropten beim 
SchiittelIn von calciumchloridhaltigem Sojabohnenlecithin mit kleinen 


Mengen Triolein, Nitrobenzol oder Benzvlalkohol zu erhalten, fiihrten bis 
jetzt nur zu zweiteiligen Tropfen. 


Mehrteilige Koazervate kénnen nun auch mit biologisch mdog 


lichen Desolvatatoren erhalten werden So entstehen anscheinend 
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zweiteilige Koazervate beim Umladungspunkt von Sol 24* (Eilecithi 
30°. Triolein 30°, Olsiure) mit Caleiumchlorid (Abb. 16) 
DaB dies nicht nur dadurch zustande kommt, dab in dieses Sol ei 
Gemisch von zwei Desolvatatoren eingefiigt ist. erhellt sogleich daraus 
dab in den vorangehenden Versuchen, bei denen zusammengesetzt: 


Koazervate entstanden, nur ein Desolvatator benutzt wurde (iiberdic 


sind Triolein und Olsdure mischbar). Doch sind wir im Zweifel, o} 
hier diese Koazervate nur zweiteilig sind. Die mikroskopische Be 


trachtung laBt die Moéglichkeit offen, daB sie ebenfalls dreiteilig sind 
Jedenfalls wird unten in Abschnitt 12 gezeigt, werden, daB unter ge 
wissen Bedingungen ohne jeden Zweifel dreiteilige Koazervate aus 
Sol 24 mit Caleciumchlorid entstehen kénnen. Es liegt beim Sol 24 also 
wahrscheinlich der Fall vor. daB bei der Solbereitung die Menge des 
Zusatzes eine gewisse Grenze tiberschritten hat, unter der nur einteiligs 
Koazervate bei der Autokomplexkoazervation mit Calciumchlorid 


erhalten werden. 


12. Zustandsiinderungen von mehrteiligen Autokomplexkoazervaten, 

Es wurden mit den dreiteiligen Koazervattropfen, die mit 0,4 ccm 
Anilin entstanden (Abschnitt 11), suspendiert in ihrer ,,Gleichgewichts 
fliissigkeit, mehrere Versuche angestelt. Wir werden die ineinande! 


geschachtelten Tropfen von auBen nach innen mit I, 2 und 3 bezeichnen 


> i, ~ 
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Abb. 10 
Schema einiger Zustandsinderungen der dreiteiligen Autokomplexkoazervattiopfen von Abb. 8 


Erklirungen im Text 


Zusatz von etwas Rhodamin farbt dieselben mit verschiedenet 
Intensitaét an. und zwar stark zunehmend in der Reihenfolge 1, 2, 3 
Wenn jene Farbintensitét ein MaBstab fiir den Lecithingehalt ist, so 
mite dieser in jener Reihenfolge zunehmen. 

Es mége nun an einigen Beispielen gezeigt werden, welche grobe 
Fille von morphologischen Anderungen durch verschiedene Eingriffe 
hervorgerufen werden kann (vgl. Abb. 10): 


* Mitteilung X. Abschnitt 5, d. 











alls 


also 
des 
‘ilige 
lorid 


I. 
ecm 

its” 

nde! 


nen 


nel 











Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. NI 353 


) 


Temperaturemflugp. Beim Erhitzen verschmilzt 2 mit 3, beim Abkihlen 
ntstehen wieder 2 und 38. 


Geichstromiteld. Es tritt in | starke Desintegration auf. keme aut 


illenden Anderungen in 3. Anderungen in 2 wurden nicht sicher test gestellt 


Hinzufiigen von destilliertem Wasser. Die \uBenbegrenzung von | wird 


tark gelappt. ? vers¢ hwindet. von 3 byle iben mur Kornermasse n ubrig 


Hinzufiigen von Natriumchloridkérnchen. Es verschmilzt 2 mit 38 

Hinzufiigen von Harnstoffkérnchen. Starke Lappung der Oberfliiche 
m 1, die Lappen wachsen wie Myelinformen. 2 und 3 werden kornig (auch 
it Kaliumrhodanid entstehen Mvyelinformen 

Coffemkristallchen. Nicht mur 1, sondern auch 2 und 3 erhalten eine 
velappte Oberflache. 

Natriumglykocholatkérnchen. Es verschmelzen | und 2. 3 wird aus 
vestoben 

Wir vermuten, dal mehrere der oben beschriebenen Zustands- 
inderungen nicht so sehr direkte, sondern vielmehr indirekte Beein- 
flussungen der zugesetzten Substanzen sind, da dieselben Anderungen 
in der Léslichkeit des Anilins hervorrufen und somit der Anilintiber- 
schuB starke Anderungen erfahren kann. 

So stellten wir fest, daB eine gesattigte Anilinlédsung durch festes 
Natriumchlorid entmischt wird, nicht aber durch festes Coffein, Harn- 
stoff oder Kaliumrhodanid. Im Gegenteil geht ein geringer UCherschuB 
von nichtgeléstem Anilin, suspendiert in gesattigter AnilinlOsung, 
beim Hinzufiigen von festem Coffein, Harnstoff, Kaliumrhodanid 
und natirlich auch durch Zugabe von destilliertem Wasser in Loésung 
Die Zustandsinderung, bei der gelappte myelinahnliche Formen ent 
stehen, hangen damit woh] zusammen. Aber auch Erhitzen hat Loslich- 
keitserhGhung des Anilins zur Folge, und dadurch entstehen keine 
gelappte Formen, sondern morphologisch ahnliche, wie mit ‘estem 
Natriumchlorid,,das dagegen die Léslichkeit herabsetzt. Es soll 
daher von einem Versuch zur Erklarung der Abb. 10 hier vorlaufig 
ibgesehen werden. 

Sind aber die Substanzen, die fiir die Bereitstellung zur Auto- 
komplexkoazervation benutzt werden, praktisch nicht wasserléslich, 
so besteht die Méglichkeit, daB der reine EinfluB der zugesetzten Stoffe 
in erster Linie in Erscheinung tritt. Gegebenenfalls geringe Léslichkeits- 
iinderungen des praktisch unléslichen Nichtelektrolyten konnen dann 


nur wenig von Bedeutung sein. Dazu eignet sich also Sol 24 (30°, 
Triolein + 30°, Olsaiure). Zugesetzte Isoamylalkohollésung hat eine 


auBerordentliche Erhéhung der Koazervationsgeschwindigkeit zur 
Folge (vgl. Abschnitt 13). Die sich bildenden Koazervate scheiden sich 
fliissiger ab, und die morphologischen Einzelheiten treten immer deut- 


licher wahrnehmbar hervor. Dabei stellt sich die Eigentiimlichkeit 
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ein, daB bei dieser Koazervation, wenn die Verflissigung nicht zu we 
gesteigert ist, die dreiteiligen Koazervattropfchen die Neigung hab¢ 
sich in Reihen aneinander zu lagern. 

Abb. 11 zeigt solche fadenartigen Gebilde, die sich in folgend: 
Mischung bildeten : 

deem n/lO- Calciumchlorid + 8cem 0,27 mol. Tsoamylalkoho 
JOsung + 5cem Wasser +- 2 cem Sol 24. 

Bei groBerem Gehalt an Isoamylalkohol geht die Verfliissigu 
so weit, dab nun gréBere, gut fliissige dreiteilige Koazervattropf 
entstehen, die vollkommen den mit Anilin oder p-Tolunitril erhaltene: 


aihnlich sind (weiteres vgl. Abschnitt 14, und Abb. 17 u. 18). Uber 


die Dreiteiligkeit des sich bildenden Koazervats besteht nun_ kei: 
Zweifel mehr. 





Abb. 11. 
Autokomplexkoazervation von Sol 24 mit Caleiumchlorid bei Gegenwart yon etwa 0,1 M 
Isoamylalkohol 
Die dreiteiligen Koazervattripfchen haben die Neigung, mit ihren auBeren Koazer\ 
hiillen zu faden&dhnlichen Gebilden zu versechmelzer 
Vergriferung 420mal linear 


13. Einflu® Kapillaraktiver Substanzen auf die Geschwindigkeit der Auto- 
komplexkoazervation. 

Es wurde schon betont, daB die Koazervationsgeschwindigkeit vor 
Sol 24 (Kilecithin +. 30°; Triolein +. 30°, Olséure) mit Calciumchlori: 
ein ziemlich langsam verlaufender (Mitteilung X, Abschnitt 5) Vorgang 
ist. Vom Zeitpunkt der Zugabe des Lecithinsols an nimmt die Licht 
absorption vorlaufig etwa proportional mit der Zeit zu. Bei Mischunge: 
von folgender Zusammensetzung : 


15 cem n/10 Caleiumchlorid + 42 cem Wasser + 3 cem Sol 24 
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rilt jene nahezu geradlinige Lichtabsorptionszunahme bis tiber etwa 
70°, Lichtabsorption. Die weitere Zunahme erfolgt langsamer (asymp- 
totische Annaherung bis 96°). Die Koazervationsgeschwindigkeit 
wird nun sehr stark beeinfluBt, wenn man statt der 42 ccm Wasser 


eine wasserige Alkohollésung benutzt. Auch dann bleibt jener gerad- 


linige Verlauf bis zu etwa 70°, Lichtabsorption erhalten. 


Als Mab fiir die Koazervationsgeschwindigkeit kann man also die 
Zeit, die zur Erreichung einer Lichtabsorption von 60°, bendtigt ist, 
benutzen. Diese Zeit wird durch Alkohole stark herabgesetzt und ist 
nicht nur von der Endkonzentration letzterer, sondern auch von ihrer 
Stellung in der homologen Reihe abhangig. 


Es wurde zuerst der EinfluB von drei Isoalkoholen untersucht. indem 
n der obigen Mischung statt 42 cem Wasser 42 ccm Alkohollésung ge 


nommen wurden. In Tabelle II sind die Versuchsergebnisse zusammen- 
gestellt. Spalte 2 enthalt die Endkonzentrationen des in Spalte 1 ge- 
nannten Alkohols. Die Zeit in Minuten zur Erreichung von 60°, Licht- 


absorption in einer Schichtdicke von 10mm findet man in Spalte 3. 


Tabelle 11. 


EinfluB von drei Isoalkoholen auf die Koazervationsgeschwindigkeit von 
Sol 24 mit Calciumchlorid bei Zimmertemperatur. 





Zeit zur 
End- Erreichung 
oe konzentratio von 60° , F if f y 
Alkohol ius Eiaehe Licht- lo 0) log | ") Of CAlkohol 
absorption 

Mol Liter Min Min 

Nullversucl 0 38 

Is propylalkohol 0.135 33.8 2 0.623 0,130 l 
0,27 28,8 92 0,964 0,431— +t 
0.54 17.7 20,3 1.307 0,732—1 
0,31 8,3 29,7 1,473 0,908—1 
1,21 2,25 35,75 1,553 0,083 

Iscbutylalkohol 0.045 30.5 7.5 0.875 0,653—2 
0,090 23 15 1,176 0,954—2 
0.180 92 28.8 1,459 0.255—1 
0,24 3.95 34.05 1.532 0.380—1 
0,36 0.6 37.4 1.573 0,.556—1 

Isvam ylalkohol 0.0069 29.95 8.05 0,906 0.839—3 
0.0138 24 14 1,146 0,140—2 
0.0276 13 25 1,398 0,441—2 
0.0552 5.65 32.35 1,510 0,.742— 2 
0.0828 1.95 36.05 1,557 0,918—2 

Die Zahlenwerte von Spalte 2 und 3 sind in Abb. 12 eingetragen. 
Aus ihr ist ersichtlich, daB die Geschwindigkeit der Autokomplex- 
koazervation durch den Isoalkohol stark mit seiner Konzentration 
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zunimmt, und daB Isoamylalkohol weit starker wirkt als Isobuty 
alkohol, letzterer wieder weit starker als Isopropylalkohol. 





aé j a4 25 6 18 09 


5 G6 G7 &Qe 
Konzentration in Molen per ¢ 


Abb. 12. 
Einflu® einiger Isoalkoho.w auf die Koazervationsgeschwindigkeit von Sol 24 mit 
gehaltener Calciumchlorid-Endkonzentration 
Ordinaten: Zeit in Minuten zur Erreichung einer Lichtabsorption von 60 
Abszissen: Endkonzentration der Alkohole in Mol im Liter. 


Es liegt auf der Hand, hier an die Beeinflussung gewisser freie1 
Grenzflachenenergien durch die zugesetzten kapillaraktiven Sub- 
stanzen zu denken, die die Geschwindigkeit des Zusammentritts de 
Lecithinsolteilchen sehr stark beschleunigt. 
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Auf genau dieselbe Weise untersuchten wir ebenfalls den EinfluS 
einiger Glieder der homologen Reihe der primaren Alkohole, bei denen 
sich dieselben Verhaltnisse vorfinden wie bei den Isoalkoholen (vg! 
Tabelle III und Abb. 13). 








-_~ a oo 








uty 


reier 
Sub- 


de 


lub 
nen 


gl 








Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. XI. 357 


Tabelle Ill. 


influB der normalen primaéren Alkohole auf die Koazervationsgeschwindig 
keit von Sol 24 mit Calciumchlorid. 








Zeit zur 
End Erreichung 
absorption 
Mol Liter Min Mir 
Nullversuch 0 3S 
Methylalkohol 0,57 35,5? 2.5 0,398 0,756—1 
1.04 27,9 10,1 1,004 0,017 
2,08 18,4 19.6 1,292 0,318 
4.17 9,1 28.9 1,461 0.620 
8.33 2,0 36 1,556 0,920 
(Athylalkohol 0,271 30,1 0,898 0,433—1 
0,454 24,3 1,137 0,657—1 
0,906 12,7 1,403 0,957—1 
1.51 6.3 1.501 0,258 
3.62 0.65 1.572 0.559 
Normaler 0,154 27,5 10,5 1,021 0.188—1 
Propylalkohol 0,205 24,05 13.95 1,145 0,512—1 
0,41 11,15 26.85 1,429 0,613—1 
0,82 1.5 36.5 1.562 0,914—1 
Normaler 0,065 25,65 12,35 1,092 0,813—2 
Butylalkohol 0.13 10,3 27,7 1,442 0.114—1 
0,195 3.55 34.45 1,537 0.290—1 
0,269 1,25 36,75 1.565 0,415—1 
Normaler 0,012 26,65 11,35 1,055 0,079—2 
Amylalkohol 0.018 20,85 17,15 1,23 0,255—2 
, 0,027 13,75 24,25 1,385 0,431—2 
0,036 8,25 29,75 1,473 0,566—2 
0.054 2.6 35.4 1.549 0,732—2 
0.063 1.5 36.5 1,562 0,.799—2 


Nach der bekannten Formel von Freundlich gilt fiir die Erniedrigung 
von ¢ in Abhangigkeit von der Konzentration der kapillaraktiven Substanz 
die Formel: 

1 
(a a) kC%, 


d.h.: werden die Logarithmen von (¢, 0) in einer graphischen Dar- 
stellung als Funktion von log C eingetragen, so ergibt sich eine Gerade: 


l 
log (4, 0) log k + log ¢ . 
n 


Weil nun zwar k nicht aber 1/n stark von der Stellung der kapillaraktiven 
Substanz in einer homologen Reihe abhangt, liefern die aufeinanderfolgenden 
Glieder einer homologen Reihe eine Schar von unter sich etwa parallelen 


Geraden, wenn die Werte log (0, 0) als Funktionen von log C eingetragen 
werden. 
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Es zeigt sich nun, daB, wenn man die Werte log (¢, t) als Funktion 
von log C (Spalten 5 und 6 der Tabellen) in Diagramme eintragt (Abb 
und 15), die Kurven 

log (t, t) f (log C) 


aus zwei Teilen bestehen, wovon die unteren parallel verlaufende Gerad 
rilt : 


sind, fiir die also 


l 
log (¢ t) log k log C, 


0 
ve 


also analog wie fiir log (9, 0). 


, 


log (t 
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Abb. 14. 
Zusammenhang zwischen den Differenzen der Koazervationszeiten und 
der Isoalkohole bei der Autokomplexkoazervation von Sol 24 mit konstant gehaltener Ca 
chlorid-Endkonzentration. 





Die Kurven fiir log (*, —?f fu ) bestehen aus zwei Teilen, v 





parallele Geraden bilden, die anderen sich asymptotisch einer horizontalen Linie na 
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Abb. 15 
Derselbe Zusammenhang wie in Abb. 14, hier aber fiir die Beeinflassung der Autokomplex- 
koazervation von Sol] 24 mit Calciumchlorid durch einige primire normale Alkoh« 
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Bei der Autokomplexkoazervation von Sol 24 mit Calciumchlorid 
(es wurde die Umladungskonzentration letzteren Neutralsalzes fii 


Sol 24 gewahit, so daB in elektrischer Hinsicht die Bedingungen 


fiir die Vereinigung der Teilchen schon optimal sind), handelt 
es sich um eine langsame Koazervation Die Erhohung det Koa 


zervationsgeschwindigkeit durch kapillaraktive Substanzen zeigt an 
daB im urspriinglichen Sol gewisse freie Grenzflachenenergien (iibet 
deren wahre Natur und Lokalisation im Teilchen wir noch im unsicheren 
sind) eine schnelle Koazervation beeintrachtigen. Die durch sie ver- 
ursachten Beeinflussungen zeigen ja, solange es sich noch um relatiy 
langsame Koazervationsgeschwindigkeiten handelt, alle Merkmale 
einer Erniedrigung einer freien Grenzflaichenenergie (die untereinandet 
parallelen Kurvenaste von Abb. 14 und 15). Bei Erhéhung der Alkohol- 
konzentrationen, wobei natiirlich die Erniedrigung der Grenzflaichen- 
spannungen nach denselben GesetzmaBigkeiten weiter fortgesetzt wird, 
kénnen sie sich in unseren Kurven fiir log (f, -- t) = f (log C) nicht 
unbegrenzt widerspiegeln 

Vielmehr ist das Abbiegen jener Kurven bei héheren Werten von 
(tj — t) und deren asymptotische Annaherung an eine Horizontale, 
die nahe unter der in den Abbildungen eingezeichneten gestrichelten 
Linie verlauft, durchaus zu erwarten. Letztere Linie gibt den logarith- 
mischen Wert von f, t 38 an (d.h. eine unendliche Geschwindigkeit 
der Koazervation), die natiirlich nie erreicht werden kann. wahrend 
der héchst gemessene Wert fiir t. t 37.4 betragt. Es handelt sich auf 
den horizontalen Kurvenasten der Abb. 14 und 15 also um die schnell 
Koazervation, bei welcher weitere Erniedrigungen der Grenzflachen- 
spannung keine nennenswerte weitere Beschleunigung der Koazervations 
geschwindigkeit mehr hervorrufen kénnen. 

Wenn man sich fragt, wie die kapillaraktive Substanz bei det 
Beschleunigung der Koazervation wirksam sei, so mu vorher beton! 
werden, daB es sich nicht etwa um Verschiebungern der Umladungs- 
konzentration des Caleciumehlorids handeln kann. Wenn auch solche 
besonders mit den héheren Athylalkoholkonzentrationen der Tabelle 
nicht geleugnet werden kénnen, kénnen sie eine Erhéhung der Koazer- 
vationsgeschwindigkeit nicht erklaren. Jede Verschiebung wiirde viel- 
mehr zu einer Verlangsamung fiihren (die Bedingungen fiir die Teilchen 
vereinigung sind beim Nullversuch optimal, da fiir die Calciumcehlorid 
konzentration die Umladungskonzentration gewahlt wurde 

Uberdies ist jene Beschleunigung in unserem Versuch ja auch eben 
sogut mit so kleinen Konzentrationen an Isoamylalkohol vorhanden 
bei denen wir durch besonders angestellte Versuche keine nachweisbare 


Verschiebung der Umladungskonzentration des Calciumcechlorids fanden 


(z. B. bei m/10) 
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14. Anderungen der Solvatmenge' von Lecithinautokomplexkoazervaten 
(besonders den mit einverleibten wasserunlislichen Stoffen, wie Triolein usw.) 
durch kapillaraktive Substanzen. 


An verschiedenen Stellen der vorliegenden und der voran- 
gehenden Mitteilung: Mitteilung X, Abschnitt 4, Abschnitt 5d: 
diese Mitteilung, Abschnitt 3, Abschnitt 12) wurde bereits darauf 
hingewiesen, JdaB hinzugefiigte Isoamylalkohollésung vielfach eine 
deutliche Zunahme des fliissigen Charakters der Autokomplexkoazer- 
vate des Lecithins bewirkt. Das gilt nicht nur fiir die einteiligen 
Koazervate, sondern auch fiir die mehrteiligen, wie schon in Ab- 
schnitt 12 besprochen wurde. 

AuBer den angefiihrten Beispielen wurde diese Verfliissigung noch 
angetroffen bei kérnigen Koazervaten,. erhalten 1. aus einem Eilecithinsol 
(gereinigtes Praparat von Merck) mit Caleitumchlorid und Luteokobalt 
chlorid bei Gegenwart von Mentholkristallchen, 2. aus gereinigtem Soja 
bohnenlecithin mit Calciumechlorid und Anilin (0,2 cem auf 10cem End 
volumen, vgl. Abschnitt 11). 

Wie aber in Abschnitt 12 betont wurde, sind solche Zustands- 
ainderungen in den beiden letztgenannten Beispielen eben deshalb 
schwer zu deuten, weil neben dem eigentlichen EinfluB der zugesetzten 
Substanz dieselben auch die Léslichkeitsverhaltnisse des Desolvatators 





Abb. 16. 
Antokomplexkoazervat aus Sol 24 mit Calciumehlorid erhalten (ohne Alkoholzusatz). Dasselbe 
ist mindestens zweiteilig: In der Koazervatmasse liegen Tripfchen eingebettet. Ob letztere 
noch aus zwei ineinander geschachtelten Fliissigkeiten bestehen (ob also ein dreiteiliges 
Koazervat besteht), ist nicht mit Sicherheit auf Grund des mikroskopischen Bildes zu entscheiden 
Vergriéfberung 400mal linear 


' Unter Solvatmenge wird die Summe der Nichtlecithinmolekeln, die 
im Koazervat vorhanden sind, bezogen auf 1 g Lecithin, verstanden, also 
die Menge Solvatfliissigkeit (vgl. Abschnitt 9), bezogen auf Lecithin. 
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mit sich bringen und die dadurch hervorgerufenen Anderungen tibet 
wiegen kénnen. Besonders giinstig liegen aber die Verhaltnisse bei 
den Autokomplexkoazervaten mit wasserunléslichen Korpern, wi 
friolein usw. 

Bei der mikroskopischen Untersuchung der Autokomplexkoazervate, 
lie nach erfolgter Messung der Koazervationsgeschwindigkeit von 
24 Sol (Abschnitt 13) entstanden waren, zeigte sich, daB nicht mur 
Isoamylalkohol, sondern alle untersuchten Iso- und normalen Alkohole 
jene Zunahme des fliissigen Charakters bewirken 





Abb. 17 
Dasselbe wie Abb. 16, hier aber bei Gegenwart von 1,81 Mol Athylalkohol entstanden Es 
liegt ein dreiteiliges Koazervat vor, das eine viel fliissigere Beschaffenheit als in Abb. 16 hat 


Vergroterung 400 mal linear 


Bei geniigender Erh6hung der Konzentration tritt die Dreiteiligkeit 
der vorerst noch klumpigen Koazervatmassen immer deutlicher hervor, 
und zuletzt treten nur noch groBe, gut fliissige dreiteilige Koazervat- 
tropfen aut. Man vgl. die Abb. 16 (ohne Alkoholzusatz) mit Abb. 17 
(Endkonzentration des Athylalkohols, 1,81 Mol im Liter) und mit 
Abb. 18 (Endkonzentration des Athylalkohols, 3,62 Mol im Liter). 

Zuerst entsteht die Frage: Hiingen die starken Anderungen damit 





zusammen, daB von den in das Lecithinteilchen einverleibten Mengen 
Olsiure -- Triolein bei Zunahme der Alkoholkonzentration allmahlich 
betrachtliche Mengen herausgelést werden? Durch Versuche stellten 
wir fest, daB das nicht der Fall sein kann. 

Da Sol 24 ein Trockengewicht von 1,77°,, aufweist, und es, auf 
Lecithin bezogen, 30°, Triolein und 30°,, Olsdure enthalt, sind in 


allen Mischungen von Abschnitt 13 (in denen 3ccm Sol auf 60 cem 


Endvolumen verdiinnt wurden) rund 20 mg (= 3. 0,0066 ¢) (Olsaure 


Triolein)-Gemisch vorhanden. 
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Wir losten nun gleiche Teile Olsaéure und Triolein in Ather. so da 


die Gesamtkonzentration | war und stellten uns aus dieser Stamml6sung 


weitere Verdiinnungen mit Ather her. Es wurden 20 cem Atherlosung 
Koélbchen gebracht. im Vakuum (Wasserbad) der Ather verjagt und cd: 
Riickstand in soviel Athvlalkohol gelést. als erforderlich war. um im End 


vgemisch von 60cem die Konzentrationen 1.81 bzw. 3.62 Mol. im Liter 


erhalten. Die Losungen wurden nun unter Schiitteln mit soviel Wasse1 


und Caleiumchloridlésung aut 60c¢em Endvolumen verdiinnt. daB auc} 


die Caletumcehloridendkonzentration der von Abschnitt 13 gleich wat 
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Abb. 18 
lasselhe wie Abb. 16, hier aber bei Gegenwaz 62M Att S 
i en sich g gut fliissig reiteilige Koaz 
Vergréferung 77m neal 


Eine auftretende Triibung oder Opaleszenz zeigt dann an. dab die 


eingetiigte Menge Olsiure + Triolein nicht véllig léslich ist. Ahnliche 


Versuche wurden auch mit Olsaure und Triolein, jedes fiir sich, angestellt 
In allen drei Fallen zeigte sich, daB eine Menge von 0,1 mg sich nicht 


vollig lést. 


Das bedeutet, daB die sehr starken Zustandsanderungen, die die 


Koazervate mit 1,81 und 3.62 Mol Alkohot aufweisen, nicht durch ein 
merkliches Herauslésen der den Solteilchen einverleibten Mengen 
Triolein und Olsaure erklart Werden kénnen,denn es ist nicht verstandlich 
daB eine Herabsetzung dieser Menge von 20 auf 19.9 mg, bezogen auf 
das in 3cem Sol vorhandene Lecithin, solche starke Folgen haben 
k6nnte 

Es muB hier also woh! eine Beeinflussung der zu Koazervatgebilden 
zusammentretenden Kolloidteilchen vorliegen, in welchen die von 


ihnen aufgenommene Menge Triolein — Olsdure  praktisch keine 


Anderungen erfahrt. 
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Nun treten die autfallenden Anderungen in dem Fliissigkeits 
harakter der Koazervate nicht nur mit Athylalkohol, sondern mit 
illen in Abschnitt 13 untersuchten Alkohclen auf, und zwar ist eine 
im so kleinere Endkonzentration nétig, von einem je héheren Homo- 
ogen die Verflissigung bewirkt wird Es finden sich also dieselben 
RegelmaBigkeiten wie bei der Beeinflussung der Koazervations 
reschwindigkeiten vor (Abschnitt 13 

Da sich aber die Beurteilung des Verfliissigungsgrades aus dem 
mikroskopischen Bilde schwer zahlenmaBig erfassen laBt, miissen 
wir uns mit dieser Parallele zufrieden geben und nehmen also an, 
laB diese Verfliissigung denselben Gesetzen folgt wie die Beeintlussung 
ler Koazervationsgeschwindigkeit. Letztere wies alle Merkmale dafiir 
iuf, daB darin die Erniedrigung einer freien Grenzflachenenergie die 
Hauptrolle spielt. Da nun aber letztere nach der Gibbschen Regel 
von einer positiven Adsorption begleitet sein muh, folgt, daB die Ver- 
fliissigung dei Koazervate dlie Folge einel Anreicherung det Alkohol 
molekel an der Teilchenobertlache ist, d. h. also einer Einlagerung von 
\lkoholmolekeln in die Solvathiillen. 


15. Zusammenhang zwischen Solvatmenge und Ladungsgegensatz. 

In der sechsten Mitteilung' wurden allgemeine Gesichtspunkte 
liber den Zusammenhang von Solvatmenge und Ladungsgegensatz 
entwickelt, von dem Grundsatz aus, dab bei der Komplexkoazervation 
es sich um eine Gegenschaltung von effektiver Anziehung (ausgehend 
vom Ladungsgegensatz) und effektiver AbstoBung (ausgehend von dem 
Solvatationsbestreben der Kolloidteilchen) handelt. 

Die inzwischen mit ". A. L. Dekker durechgefiihrten, aber noch 
nicht ver6ffentlichten Analysen* der Schichten fiir die Komplex 
kombination Gelatine + Gummi arabicum zeigen in der Tat diesen 
Zusammenhang von Wassergehalt und effektiver Anziehung Vel 
Abb. 19. Zwar handelt es sich dort um gewéhnliche Komplexkoazerva- 
tion, aber es ist sofort einleuchtend, daB jene Betrachtungen fiir die 
Autokomplexkoazervation giiltig bleiben. Aus der in Mitteilung VI 
auseinandergesetzten Beziehung I: ,,bei optimaler effektiver Anziehung 
ist der Solvatgehalt des Komplexkoazervats ein Minimum’, lassen 
sich nun fiir die Autokomplexkoazervate die drei folgenden Zusammen- 
hange vorhersehen: 

' Diese Zeitschr. 234, 367, 1931, Abschnitt 2 

2 Es ist beabsichtigt. in den Kolloidchem. Beih. in der Reihe ..Zur 
Kenntnis der lyophilen Kolloide’* im Jahre 1933 eine ausfiihrlichere Dar 
stellung des Komplexkoazervatsystems : Gummi arabicum Gelatine zu 


verOffentlichen, in der besonders die neueren Untersuchungen. wie Zu 
sammensetzung der beiden Schichten, die Koazervatvolumina usw.. mit 


berucksichtigt werden sollen. 
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1. In der Umgebung des Umladungspunktes ist der Solvatgeha! 
eines Autokomplexkoazervats kleiner als in weiterer Entfernung. 

2. Je kleiner die Valenz des angehefteten entgegengesetzt geladene) 
Ions ist, um so solvatreicher ist beim Umladungspunkt das Aut: 
komplexkoazervat. 

3. Der Solvatgehalt eines vorliegenden Autokomplexkoazervat 
nimmt zu, wenn durch hinzugesetzte Neutralsalze (selbst diejenige: 
mit niedrigervalenten autokomplexbildenden Tonen) der Ladungs 


gegensatz abnimmt. 
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Abb. 19 
Stoffliche Zusammensetzung der elektrisch ausbalancierten Komplexkoazervate Gelatin: 
Gummi arabicum als Funktion des PH 
Es wurden bei variierten pu Werten die jeweilig isohydrischen 2 © gigen Sole in ver 


schiedenen Mischungsverhiltnissen gemischt. In obiger Abbildung ist nur die analytisch be 
stimmte Zusammensetzung (in Gewichtsprozenten) der Komplexkoazervate eingetragen 
in jeder Mischungsreihe elektrisch ausbalanciert sind. Bei Erniedrigung des pu verschiebt 


j 


sich dann das Verhiltnis Gelatine/Gummi arabicum zugunsten des Gummi arabicums, zugleic! 
nimmt der Wassergehalt zuerst ab, erreicht bei etwa py 3.4 ein Minimum und nimmt 
sodann wieder zu. Man vgl. dazu Abb.1, 2 und 4 der ersten Mitteilung dieser Reihe, diese 
Zeitschr. 212, 318, 1929, woraus ebenfalls zu entnehmen ist, dali bei py &twa 3,5 die effektive 


Anziehung maximal ist. 


Wir werden nun jeden der oben genannten drei Punkte, die wit 
fiir die Biologie wichtig halten (weiteres dariiber erst im SchluBkapitel) 
naiher besprechen. Wenn auch keine Analysen des Solvatgehaltes vor- 
liegen, so ist doch, wenn die Umstande giinstig sind, die Giiltigkeit 
dieser Regeln durch mikroskopische Betrachtung der Koazervate 
nachzupriifen. Dabei gehen wir von der wohl zutreffenden Voraus- 
setzung aus, daB ein solvatarmes Koazervat als Flockung erscheint, 
jedoch bei Zunahme des Solvatgehaltes bei mikroskopischer Betrachtung 
der Reihe nach auftreten: Deutlich kérnige Flocken, zusammen- 


gebackene Klumpen und zuletzt Koazervattropfen. 
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Zul. Die Erhéhung der Konzentration eines Autokomplexkoazer- 
ition erzeugenden Neutralsalzes hat zur Folge: 

Es werden mehr und mehr der mit den Teilchen entgegengesetzt ge 
denen lonen an seiner Obertlache angeheftet, wodurch der Ladungs 
gensatz ansteigt, um bei aquivalenter Besetzung maximal zu werden 
id bei weiterer Anhettung wieder abzunehmen 

Es sind also auf dem ansteigenden und absteigenden Ast. der ein 
uthches Maximum aufweisenden Austlockungskurven die Bedingungen 
ul Erhaltung fliissiger Koazervattropfen yunstig: intolge eies Umstandes, 
er unter zu 2 besprochen wird, ist dabei gerade der absteigende Ast mehu 
giinstigt als der ansteigende. Doch sind vielfach die Autokomplexkoaze1 

vate des Lecithins so solvatarm, daB diese Verhaltnisse im morphologi 

hen Charakter der Flocken nicht ausgesprochen in Erscheinung treten 
Deut liche Koazervattroptchen zeigten sich aut dem absteigenden Ast de 
Luteokobaltkurve Abb. 4 D von Mitteilung IX (Sojabohnenlecithin unte1 
Mitwirkung von 31,6°,, Athylalkohol). Deutlich findet man aber den hier 
erwahnten Zusammenhang bei der Autokomplexkoazervation des nicht 
gereinigten Sojabohnenlecithins mit Calcitumchlorid bei 37° (Mitteilung X, 
\bschnitt 3a). Rund um den Umladungspunkt bilden sich zusammen 
yebackene Kliimpchen, sowohl bei kleineren als auch bei gréBeren Kon 
zentrationen aber gut fliissige Koazervattropfen. 

Dieselben Verhaltnisse zeigt das vereinigte Sojabohnenlecithin rit 
50°. Trioleinzusatz (Mitteilung X, Abschnitt 3¢) bei der Autokomplex 
koazervation mit Luteokobaltchlorid und mit Caleiumehlorid. 

Zu2. AuBer der unter zu |. genannten Folge der Steigerung det 
Konzentration eines zur Autokomplexkoazervation fiihrenden Neutral 
salzes tritt gleichzeitig noch eine zweite ein, die zuerst wenig, Spater aber 
immer starker zur Herabsetzung der effektiven Anziehung fihrt Diesel be 
beruht darauf, daB zu jedem Grad der Besetzung mit angehefteten ent- 
gegengesetzt geladenen Ionen eine frei im Dispersionsmittel vorhandene 
Gleichgewichtskonzentration des Neutralsalzes gehoért. Ihre beiden lLonen 
wirken aber auf die beiden kapillarelektrischen Ladungen (deren Funktion 
die effektive Anziehung ist) (vgl. Mitteilung VI) erniedrigend Da nun, 
wie in Mitteilung IX gezeigt wurde, diese Gleichgewichtskonzentrationen 
bei den Umladungspunkten um so gréBer sind, Je mehr die Valenz des 
anheftenden Ions abnimmt, so mu8 der Solvatgehalt beim Umladungspunkt 
obwohl dort jedoch in erster Annaiherung auch eine aquivalente Besetzung 
vorliegen diirfte) in der angegebenen Reihenfolge zunehmen. 

Infolge des Umstandes. daB die wahren Umladungskonzentrationen des 
Hexolsalzes (Mitteilung IX, Abschnitt 4) so auBerst gering sind, ist es 
nicht verwunderlich, daB die mit ihr erhaltenen Autokomplexkoazervate 
nur als ..Flocken** erscheinen. 

Beim 50°, Triolein enthaltenen Sojabohnenlecithinsol (Mitteilung X, 
\bschnitt 3c) treten diese Verhaltnisse deutlich im mikroskopischen Bilde 
hervor. Beim Umladungspunkt zeigen namlich: Hexolsalz nur lockere 
Flocken, Luteokobaltchlorid kérnig gebaute Flocken und Calerumechlorid 
Kliimpchen. 

Wir sahen schon im Abschnitt 5, daB schon mit Natriumion Auto 
komplexkoazervation méglich ist. Hier ist aber die effektive Anziehung 
nur sehr gering (eine Umladung wurde selbst bei 0.9 n noch nicht einmal!l 


erreicht, wie sich aus der Richtung der Desintegrationserscheinungen 
ergab (val. Tabelle 1). 
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Ks liegt hier also der Fall vor, bei dem zwar Autokomplexkoazervat 
des Mischtypus IV [* vorhanden ist, bei dem aber der Schwerpu 
wohl vollig aut | (einfache Koazervation) fallt. 

Je mehr die Valenz des angehefteten Kations ansteigt. um so me 
tindet eine Verschiebung nach der Seite des reinen Typus [IV hin sta 
bis zuletzt (wie beim Hexolkation) diese Typus schon tatsachlich verw 
licht werden kann 

Zu3. Die unter zu 2. genannte Folge tritt nun natitirlich nicht 1 
durch die Lonen des zur Autokomplexkoazervation fiihrenden Elektrolyt 
ein, sondern ebensoselht durch andere anwesende lonen. Es ist also 
erwarten, daB’ ein vorliegendes, mit Luteokobaltchlorid oder Calciu 
chlorid entstandenes Autokomplexkoazervat durch Zugabe von Kaliur 
chlorid oder Natriumehlorid solvatreichet wird. 

So geht die mit O,2c¢cem <Anilinzusatz in’ Abschnitt 2 entstande: 
solvatarme kérnige Flockung durch Zusatz von Natriumchloridkérnche: 


in gut fliissige einteilige Koazervattropten tiber. Ahnliches wurde fiir di: 
mit Luteokobaltchlorid entstandene kérnige Flockung beobachtet. W | 


aber in Abschnitt 2 auseinandergesetzt wurde, sind Zusatzanderunge: 


hier schwieriger Zu deuten, da tiber den direkten Beeintlussungen noch 
starkem MaBe indirekte (auf der Léslichkeit des Anilins beruhende) tiber 
lagert vorliegen. 

DaB der hier erwahnte Zusammenhang bestehen muB!, geht wohl aus 
den vielen Versuchen zur Verhinderung der Autokomplexkoazervation dure} 
anwesende Neutralsalze der Mitteilungen IX und X hervor, doch ist damals 
leider keine systematische mikroskopische Untersuchung an den Koazervater 
jener Versuche angestellt worden, so daB keine Beobachtungen iiber der , 
Solvatgehalt, beurteilt nach dem morphologischen Bilde, vorliegen. Dies: 





sind aber durchaus bei geeigneten Systemen zu erwarten. 
: : : ; 
Wir miissen uns jetzt noch vergegenwartigen, daB. wenn die Bereit 
stellung zur Autokomplexkoazervation mit wasserléslichen organischen 
Stoffen erfolgte, an den Anderungen des Solvatgehaltes durch Anderungen f 
der effektiven Anziehung (vgl. oben 1., 2.. 3.) sowohl Anderungen der 
Wassermenge als auch der Desolvatatormenge beteiligt sein werden. 
‘ 
Ist dieselbe aber durch wasserunlésliche Desolvatatoren (wie Triolein R 
Cholesterin, Olsaure) erfolgt, so zeigen Anderungen des Solvatgehaltes nut P 
Anderungen des Wassergehaltes an. 
Es ist einleuchtend, daB bei diesen Verhaltnissen, sobald es sic! 
“ne . . ( 
um mehrteilige Koazervate (Abschnitte 11, 12) handelt, noch dadurc! , 
Verwicklungen auftreten kénnen, daB die Zahl und das relative Volume 
e 
* Mitteilung VIII. diese Zeitschr. 248. 115. 1932, Abschnitt 1 und 2 | 


Mitteilung IX, l.¢.. Absehnitt 1 und 13. 

' Weiter aus der Zugehérigkeit dieser Koazervate zu den Komple» 
koazervaten im erweiterten Sinne, bei denen, da die bis jetzt in den vorhet 
gehenden Mitteilungen I bis VIII beschriebenen Falle umkehrbar sind 


dieser Zusammenhang immer wieder aus dem Auftreten der beiden Valen 1 
reihen bei der Aufhebung durch zugesetzte Neutralsalze sich erschlieB« 
laBt. Im morphologischen Bilde treten sie tiberaus deutlich bei dé 
Komplexkoazervaten von Lecithin Gelatine (diese Zeitschr. 234, 367 


1931, vel. dort Abb. | bis 4. 7 bis 9) hervor. 
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der sie Zusammensetzenden Fliissigkeiten Anderungen erfahren kénnen, 
iiber die wir noch keine Erfahrungen haben. 


16. Eine topographische Beziehung. 

Besonders fiir die Ausfiihrungen im SchluBkapitel, in dem wir 
zeigen werden, daB die Autokomplexkoazervate des Lecithins (drei- 
dimensionale) Modelle der Protoplasmaoberfliche liefern, war es nun 
von Interesse nachzupriifen, ob dieselben auch einen gewodhnlichen 
Komplexkoazervattropfen umhillen kénnen. 

Hieriiber sind orientierende Versuche durch einen von uns ( Bungenberg 
de Jong) mit Herrn A.J. W. Kaas angestellt worden, die die Moéglichkeit 


einer solchen Umhiillung gezeigt haben. Ein Sol 
von ungereinigtem Sojabohnenlecithin (das also 


fettartige Substanzen enthielt) wurde mit Calcium “an 
chlorid zur Koazervation gebracht und eine ge QD & 

ringe Menge der Suspension von gut fliissigen mit | 

wenig Rhodamin rot angefarbten Autokomplex- IC) a 
koazervattropfen (I) zu einem natriumchlorid- | a 


L — 


caleiumchloridhaltigen Komplexkoazervat 
system aus Gelatine Hefenucleinat gegeben ‘iis my 


(Endkonzentration etwa 1,6 n Natriumchlorid | 
0,003 n Caleiumchlorid), das schéne, gut fliissige 
Komplexkoazervattropfen (II) aufwies. Das Ge 
misch wurde langere Zeit im Thermostaten von 
50° belassen, es zeigte sich bei der mikros (a 
kopischen Betrachtung, daB allmahlich die zuerst = ‘ 
nebeneinander (Abb. 20, A) vorhandenen  roten iC 
I- und farblosen I1l-Tropfen sich aneinander 
legten, wobei die [-Tropfen Kappen an der Ober- 
fliche der I1-Tropfen bildeten (Abb. 20, B). Zu- 


letzt wurden die IT-Tropfen vollstaéndig von einer 

diinnen Schicht von Tumhiillt, wobei die Tropfen- La 
systeme (zwischen den roten Kappen) rosa gefarbt aoe Fits ons 
erschienen (Abb. 20, C). Durch Driicken auf das Abb. 20. 
Deckglas 1laBt sich die umbhiillende I-Schicht in Einige Stadien der Um 
Form roter Kiigelchen teilweise abdriicken, und Seaaaeeoaminas “aoe 
das umhiillte darunter liegende I1l-Koazervat tritt latine + Hefenuclein 
nun wieder. farblos hervor. siure) mit einer diinner 


Schicht eines Autokom 
° “ : i : plexkoazervats von Lé 
eines von einer ,, Lipoidschicht** umhiillten ,, Proto thin. Vgl. Text 


Vielleicht liegt hier ein (nur rohes) Modell 


plasten*' vor. 
Die ‘Umhiillungsméglichkeit hangt aber noch von vielen weiteren 
Faktoren ab, die wir noch nicht erforscht haben. 
17. Die Bedeutung der Autokomplexkoazervate des Lecithins fiir die Biologie, 
insbesondere fiir das Permeabilititsproblem. 


Zuerst méchten wir auf das eigenartige Verbalten der Filme dieser 


Autokomplexkoazervate hinweisen. In den vorhergehenden Ab- 
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schnitten 4, 6 und 7 wurde gezeigt, daB diese Filme beim Desint: 

grationsvorgang oder bei der durch andere Ursachen hervorgerufen 
Vakuolisation durch eine wasserige Flissigkeitsansammlung abgehobe: 
werden kénnen, ohne ihre Existenz einzubiiben. Der wasserige Inhalt 
der Blase erwies sich bei einer Lision als vollkommen mischbar mit det 
die Koazervattropfen umgebenden ,,Gleichgewichtsfliissigkeit*. Dies« 
EKigenschaft fehlt den gewéhnlichen friiher beschriebenen Koazervat 

filmen, die an reversiblen Komplex- und Autokomplexkoazervattropfen 
auftreten; dieselben dispergieren an Ort und Stelle, sobald sie nur noch 
Vakuolenflissigkeit und Umgebungsfliissigkeit trennen (vgl. Abschnitt 8) 
Dieses eigenartige Verhalten der Filme scheint uns nun fiir die Biologie 
dadurch von Wichtigkeit zu sein, daB sie durch Zwischenschaltung dic 
Vermischung von nebeneinanderliegenden Zellbezirken aufhalten kénnen 
(falls diese Inhalte an sich mischbar sind) und schon auf diese Weise 
an der Unterhaltung von Nichtgleichgewichten wesentlich mitbeteiligt sein 
konnen. Vermutungen tiber ihre biologische Entstehung (die Zell- Bezirke 
sollen sich zuerst durch einen Koazervations- bzw. Vakuolisationsvorgang 
bilden und dann an ihren Trennungsflachen jene ein Gleichgewicht 
verhindernde Filme entstehen, wahrend darauf die Inhalte der durch 
den Film getrennten Kammern nun weiter verschiedene Anderungen 
erfahren kénnen, z. B. solche, daB ihre Inhalte wieder mischbar werden) 
und ihre weitere Bedeutung fiir das Zelleben sind an anderer Stelle! 
ver6ffentlicht worden. 

Von sehr groBer Bedeutung scheinen uns aber die Autokomplex- 
koazervate des Lecithins bzw. ihre Filme fiir das Permeabilitétsproblem 
zu sein. 

Die ausgedehnten Erfahrungen der Biologie lassen es auBer Zweifel, 
daB ,,Lipoide™ in vielen Fallen wenigstens an dem Aufbau der Proto- 
plasmaauBenbegrenzung (der Vakuolen-,,Haut‘‘ und vielleicht weiterer 
im Innern der Zelle gelegener ,,Membranen‘‘) beteiligt und fiir das 
Permeabilitétsverhalten der lebenden Zelle von auBerordentlicher 
Wichtigkeit sind. Die erwihnten Autokomplexkoazervate des Lecithins 
(also mit in den Solvathiillen neben Wasser eingelagerten Cholesterin-, 
Triolein- usw. Molekeln) mit angelagerten Calcium- (aber auch Natrium-) 
Ionen vereinigen nun in sich die Momente, die in den bekanntesten 
Permeabilitaétstheorien enthalten sind. 

Es sind gewissermaBen Porensysteme (,,Molekiilsiebe’* von Moritz 
Traube), insofern die Micellen von Solvatfliissigkeit getrennt sind 
Das Lecithin und das in seinen Solvathiillen eingelagerte Cholesterin 
(Lipoidtheorie von Overton). Die aus 


Triolein usw. sind ,,Lipoide* 
gesprochene Neigung des Lecithins, in seine Solvathiillen organische 


1 H.G. Bungenberg de Jong, Protoplasma 15, 110, 1932. 
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Substanzen der verschiedensten Stoffklassen einzulagern, stimmt mit 
lem groBen EinfluB, den viele zellfremde Stoffe auf die lebende Zelle 
1ustiiben, iiberein. Neben den eingelagerten organischen Molekeln 
(Cholesterin, Triolein usw.) enthalt die Solvathiille aber auch noch 
Wasser, weshalb dieses ,,Lipoidsystem* auch fiir Wasser durchlassig 
ist (Mosaiktheorie von Nathanson); selbstverstandlich ist dieses Auto- 
komplexkoazervat ein Grenzflichensystem (Adsorptionstheorie von 
J. Traube), es handelt sich ja ttberhaupt bei Koazervaten um konden- 
sierte Systeme kolloider Teilchen. 

Uber Anklinge an die Theorie von Clowes wird weiter unten noch 
die Rede sein. 

Der wichtige Faktor, der die Autokomplexkoazervation des 
Lecithins erst erméglicht, ist aber ein gewisser Desolvatationszustand. 
Der lebenden Zelle wiirden aber wasserlésliche Desolvatatoren (wie 
\lkohol, Aceton, Resorcin usw., mit denen sie ebenfalls realisiert 
werden kénnen!) von keinem Nutzen sein, da sie sofort von der Um- 
gebungsfliissigkeit ausgespiilt sein wiirden. Ihr stehen aber praktisch 
unlésliche Desolvatatoren zur Verfiigung (Cholesterin, Triolein usw.). 

sei Anderung der Quotienten Lecithin /Cholesterin bzw. Leci- 
thin /Triolein andert sich bei gleicher Ca -Konzentration im Dispersions- 
mittel der Wassergehalt des Autokomplexkoazervats. Damit stehen nun 
Erfahrungen der Biologie im Einklang, daB Cholesterin verdichtend 
wirkt, Lecithin aber die Permeabilitaét erhoht. 

Bei konstant gehaltenem Verhaltnis Lecithin /Desolvatator hangt 
der Solvatgehalt, also der Wassergehalt, natiirlich noch von der Kon- 
zentration im Dispersionsmittel der autokomplexbildenden Kationen 
(z. B. Ca’) ab, denn letztere regelt die Besetzung, folglich auch den 
elektrischen Gegensatz usw. Es findet sich auch, wie schon in Mit- 
teilung X ausfiihrlicher gezeigt wurde, ein ,,Antagonismus’ mit 
Natriumchlorid vor. 

Das wiirde mit der biologisch wohlbekannten Tatsache in Einklang 
stehen, daB Calciumion verdichtend, Natriumion jedoch permeabilitats- 
erhéhend wirkt, und dem Verhaltnis Ca /Na eine so hervorragende 
Bedeutung fiir die Permeabilititsverhaltnisse der lebenden Zelle bei- 
gelegt wird. . 

Nicht nur fiir den Ionenantagonismus Na-Ca’, sondern iiberhaupt 
fiir den biologisch wohlbekannten Antagonismus zwischen ein- und 
mehrwertigen Kationen! liefern also die Autokomplexkoazervate des 
Lecithins gewissermaBen Modelle. 


' Val. R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, sechst« 
Aufl., S. 668 bis 681. Berlin. Wilhelm Engelmann, 1926. 
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Es bleibt noch zu erwahnen, daB Temperaturerhéhung vielfach 
diese Autokomplexkoazervate des Lecithins wasserreicher macht 
(TemperatureinfluB auf die Permeabilitat!). 

Wie schon oben bemerkt, kann das Lecithin vielerlei organische 
Substanzen in seinen Solvatmantel aufnehmen, wobei vielfach starke 
Anderungen des Solvatgehaltes eines schon vorhandenen Komplex- 
koazervates, z. B. starke Solvatzunahme bei den sehr wasserarmen, 
Cholesterin enthaltenden Autokomplexkoazervaten usw. durch wisserige 
Isoamylalkohollésung, hervorgerufen werden. 

In Abschnitt 13 und 14 wurde festgestellt, daB fiir ahnliche Beein- 
flussungen angenahert die Regel von Traube zutrifft. Fir den wohl- 
bekannten permeabilitatserh6henden EinfluB kapillaraktiver Substanzen 
liefern diese Autokomplexkoazervate des Lecithins also ebenfalls 
Modelle. 

Unter Umstainden kénnen sogar gallensaure Salze dieselben véllig 
lésen (cytolytisches Agens!). 

Die angefiihrten Tatsachen zeigen zur Geniige, dal} diese Auto- 
komplexkoazervate ein Modell zur Erklirung der Permeabilitats- 
verhaltnisse der ZellauBenbegi snzung liefern und besonders dadurch 
biologische Beachtung verdienen, weil dieselben aus Stoffen zuse mmen- 
gesetzt sind, die zelleigen siny (Lecithin + Cholesterin, Triolein usw. 
+ Wasser) und mit Ionen er :tehen, die eben physiclogisch wichtig 
sind (Ca, Ne und Ca /Na). 

Bis jetz ind aber die vor. uns daraufhin untersuchten gut flissigen 
einteiligen  «.utokomplexkoaz sate noch zu _ wasserreich, erst bei 
wasserarmeren kénnte vielleicht eine geniigende Abdichtung erwartet 
werden, daB sie als ,,osmotische Membranen“ funktionieren kénnten. 
Diesbeziigliche Untersuchungen sind zurzeit in Angriff genommen. 
Dann werden sie héchstwahrscheinlich auch elektive Ionenpermeabilitat 
aufweisen kénnen. Zwar sind zwei entgegengesetzte Ladungen in 
ihnen vorhanden, aber wir besitzen doch Anzeichen dafiir, daB hin- 
sichtlich der Permeabilitét der LadungstiberschuB der einen Kom- 
ponente iiber die andere bestimmend ist. Weisen doch schon die rever- 
siblen Komplexkoazervatfilme Abhnliches fiir sehr groBe ,,[onen“ 
namlich fiir die in ihnen vorhandenen geladenen Kolloidteilchen selbst 
auf, wenn auch jene Filme aus den beiden entgegengesetzt geladenen 
Kolloidkomponenten bestehen und nur den einen im Uberschu8 ent- 
halten, so zeigen sie beim Desintegrationsvorgang doch Schwerdurch- 
laissigkeit fiir jene Kolloidteilchen, die mit dem kataphoretischen 
Ladungszeichen des ganzen Tropfens, also des Films tbereinstimmt 
(vgl. Mitteilung IV?). 


! Diese Zeitschr. 221, 403, 1930. 
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Es ist also zu erwarten, dab bei geniigend geringem ..Porendurch- 
messer’*, d.h. bei geringerem Wassergehalt des Solvatmantels des 
Lecithins, die negativen Autokomplexkoazervate elektive Kationen, 
die positiven aber elektive Anionenpermeabilitat werden erkennen lassen 
(wie es mit den eingetrockneten negativen Kollodiummembranen von 
Michaelis und den gleichen positiven, mit Rhodamin B umgeladenen von 
Mond und Hofjmann der Fall ist?) 

Zurzeit werden unsere Untersuchungen nach dieser Richtung hin 
fortgesetzt 

SchlieBlich sei hinzugefiigt. daB die oben angegebene Theorie, di 
nur fir einteilige, geniigend wasserarme Koazervate gilt, Erweiterungen 
erfordert, sobald zwei oder mehrteilige Koazervate vorliegen (Abschnitt 11 
Es erscheint dann von vornherein nicht vdllig ausgeschlossen. daB tiber 
das schon Gesagte hinaus ein weiterer Mechanismus der Permeabilitits- 
regelung durch Volumen- und besonders Lageanderungen der sie zusammen- 
setzenden Teile méglich scheint. Wenn letztere verschiedene Permea- 
bilitat aufweisen, so kénnte etwa dem Sinne des von Clowes? angegebenen 
Prinzips der ,.Phasenumkehrung* nach eine mehrteilige Koazervatschicht je 
nach derem feineren Bau verschiedene Durchlassigkeit aufweisen. Zurzeit 
ké6onnen wir aber Griinde weder fiir noch gegen einen solchen weiteren 
Mechanismus anfiihren. 

Wir sahen bereits, daB die Lecithinautokomplexkoazervate in 
dinner Schicht ein gew6hnliches Kom, ‘exkoazervat umhillen kénnen 
(Abschnitt 16). Es fragt sich aber, ob w bei der Protoplasmaoberflaiche 
in der Tat mit einer solchen Umhilb zu rechnen hahen, oder nu 
mit einem Autokomplexkoazervatfilm der in seinen  igenschaften 





mit den hier erwahnten AutokomplexkoaZervaten mit dreidimensionale1 
Ausbreitung, was ihr Permeabilitaétsverhalten betrifft, wohl das Wesent 
liche gemein hat. Es besteht alse die Méglichkeit, daB mit Cholesterin, 
Triolein usw. geladenes Lecithin im Protoplasma selbst (z. B. als 
Komplexteilnehmer*) anwesend ist, Austauschbeziehungen mit jenen 
peripheren Autokomplexfilmen unterhalt und fir Reparationszwecke 
z. B. bei einer Verletzung oder VergréBerung der Protoplasmaober- 
flache zur Verfiigung steht. In dieser Richtung scheinen mir besonders 
die Injektionsversuche von Chambers* zu zeigen, daB Calciumehlorid 
und Magnesiumchlorid im Innern des Protoplasmas eine ,,Koagulation* 


'Vgl. E. Gellhorn, Das Permeabilitatsproblem, SS. 27— 32. Berlin. 
Julius Springer, 1929. Daselbst weitere Literaturhinweise. 

® Clowes, J. of phys. Chem. 20, 407, 1916. 

> Bei unseren Versuchen hat sich bereits gezeigt, daB nicht nur ge 
wohnliches Lecithin, sondern auch mit solchen organischen Substanzen 
beladenes Lecithin Komplexkoazervate mit positiven EiweiBkérpern ein- 
gehen kann. 

4 R. Chambers in General (Cytology, edited by ££. V.Cowdry, The 
University of Chicago Press, Chicago-ITlinois 1924, S. 235— 309. 
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hervorrufen, Natriumchlorid und Kaliumchlorid die ,,Dispersion‘’ des 
inneren Protoplasmas erhéht, daB dagegen die Plasmamembran vor 
Calciumechlorid oder Magnesiumehlorid nicht ,,koaguliert‘’ und nu 
von Natriumechlorid bedroht wird. 

Das innere Protoplasma enthalt dann einen gewissen Vorrat 
potentieller Filmsubstanz, fiir deren Bildung aber ist Calciumion un 
erlaBlich. 

Es sei noch bemerkt, daB die Protoplasmafilme nicht nur aus Lecithin 
zu bestehen brauchen, sondern daB vielleicht auch andere Kolloidsubstanzen 
an ihnen als Komplexteilnehmer! beteiligt sind. Wir halten es sogar fi 
moglich, daB ahnliche Filme in der lebenden Substanz gelegentlich auch 
ohne Beteiligung von Lecithin zustande kommen kénnten. Die Neigung 
zur Autokomplexkoazervation mit Calciumion ist ja mehr oder weniger allen 
hydrophilen Kolloiden eigen, falls sie in der richtigen Weise desolvatatiert 
sind, und auch bei ihnen begegnet man dann dem lonenantagonismus 
UnerlaBlich scheint mir aber zu sein. daB jene, besonders die peripheren 
Filme die besonderen Eigenschaften mit den Lecithinautokomplexfilmen 
gemein haben miissen, um Ungleichgewichte zu ermdéglichen. 


Is. Zusammenfassung. 

1. Die Autokomplexkoazervate des Lecithins zeigen die ab 
weichende Eigenschaft, bei giinstiger Stellung der Bedingungen nicht 
oder nur sehr schwer umkehrbar zu sein (wieder Lecithinsole zu liefern), 

2. Dieselben kénnen je nach den Umstanden als solvatarme 
Flocken, als kérnige Massen oder als gut fliissige Koazervattropfen 
erscheinen. Sie zeigen bisweilen ein Hervorwachsen von Mvyelinréhren 
aus ihrer Oberflache oder eine Abscheidung von doppeltbrechenden 
(wohl mesomorpher Natur) Koérnern oder Trépfchen. 

3. Im elektrischen Gleichstromfelde zeigen die gut fliissigen 
Koazervattropfen auffallende Anderungen des gewéhnlichen Des- 
integrationsvorganges, wobei dieselben nicht alsbald vernichtet werden 
die Vakuolen meist nicht ,v6llig austreten kénnen und deren Inhalte 
sich in einer einseitig am Tropfen angehefteten Blase, mit vielfach 
schwer sichtbarem Film umhiillt, ansammeln. 

Die Richtung, in der die morphologischen Erscheinungen auf- 
treten, ist ausgesprochen polarer Natur und hangt mit der kataphoreti- 
schen Ladung des ganzen Tropfens zusammen. 

4. Auch bei durch anderweitige Ursachen bedingter Vakuolisation 
kénnen die unter 3 genannten hyalinen Blasen auftreten, deren Inhalte 
bei Lasion der Filme jedoch vollkommen mit der Umgebungsfliissigkeit 
mischbar sind. 


! Vielleicht ein basischer EiweiBstoff (Globin ?) bei den Erythrocyten; 
vgl. E. Gellhorn, |. c., Untersuchungen von Mond, 8. 99— 100. 
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Zur Kenntnis der Komplexkoazervation. XI. 3 


5. Das unter 1, 3 und 4 Mitgeteilte zeigt an, daB die Filme det 
\utokomplexkoazervate des Lecithins ein von den gewohnlichen 
reversiblen Kalloidfilmen abweichendes Verhalten besitzen. Vielleicht 
sind dieselben fiir die Biologie schon dadurch von Bedeutung, dab sie 
durch Zwischenschaltung die Vermischung der Inhalte nebeneinander 
liegender Zellbezirke hintanhalten kénnen, falls diese Inhalte an sich 
mischbar sind. 

6. Die Bereitstellung des Lecithins zur Autokomplexkoazervation 
mit niedrigerwertigen Kationen wird woh] von Triolein, Olsiure, Chole 
sterin usw. dadurch hervorgerufen, daB diese neben Wassermolekeln in 
die Solvathiillen als Molekeln eingelagert werden. Nach ihrer Wirkung 
sind sie als Desolvatatoren aufzufassen (wodurch der Koazervations- 
mischtypus IV—I erméglicht wird) 

7. Bei Uberschreitung einer gewissen dargebotenen Menge eines 
in Wasser unléslichen oder partiell léslichen Desolvatators kénnen 
mehrteilige Autokomplexkoazervattropfen entstehen. 

8. Die Geschwindigkeit der Autokomplexkoazervation, wenn die 
selbe geniigend langsam verlauft, kann durch kapillaraktive Substanzen 
stark erhéht werden. Dabei gilt die Regel von Traube. 

9. Sie geht parallel mit einer Solvatzunahme der Autokomplex- 
koazervate, die auf einer Einlagerung der kapillaraktiven Stoffe in die 
Solvathillen der Teilchen beruht. 

10. Der Zusammenhang zwischen Solvatmenge und Ladungs- 
vegensatz wurde besprochen. 

Bei Erhéhung der Konzentration des autokomplexbildenden Lons 
z. B. Calciumions) erfolgt durch Erhéhung der effektiven Anziehung 
Abnahme, wenn der Umladungspunkt noch nicht erreicht ist 

Bei konstant gehaltener Konzentration des autokomplexbildenden 
[ons (z. B. Caleiumions) nimmt kei Erhéhung der Konzentration hinzu- 
gefiigter Neutralsalze (z. B. Natriumchlorid), deren Kationen nicht ode 
nur wenig angeheftet werden, der Solvatgehalt zu 

Ist der Desolvatator unléslich (Triolein, Cholesterin, Olsiure usw.), 
so ist die Anderung des Solvatgehaltes eine Anderung des Wasser 
gehaltes. 

11. Die Autokomplexkoazervate des Lecithins mit in den Solvat 
hiillen neben Wasser eingelagerten Cholesterin-, Triolein- usw. Molekeln 
vereinigen in sich die wesentlichen Momente, die in den bekanntesten 
Permeabilitatstheorien enthalten sind. 

12. Sie liefern daher (dreidimensionale) Modelle der Protoplasma- 
oberflache, die besonders dadurch biologische Beachtung verdienen, 
weil sie aus Stoffen zusammengesetzt sind, die zelleigen sind (Lecithin 
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Cholesterin, Triolein usw. + Wasser) und mit lonen entstehe: 


die gerade physiologisch wichtig sind (Calcium-, gelegentlich auc! 


Natriumion, Antagonismus Calciumion /Natriumion ). 


13. Dieselben Faktoren, die die Zellpermeabilitat herabsetze: 


erniedrigen den Solvatgehalt dieser Koazervate. Ebenso tritt Parallelitat 


auf zwischen PermeabilitétserhGhung und Solvatzunahme. Es ist 


erwarten, daB bei gentigend niedrigem Wassergehalt der Solvathiille: 


(vgl. letzten Satz von 10), jene Koazervate oder ihre Filme im Prinz 
dieselben Permeabilitatsverhaltnisse aufweisen werden wie die Prot: 


plasmaoberflache. 


14. Durch den unter 7 genannten Umstand sind verschieden 


verwickeltere Verhaltnisse méglich, auf die kurz hingewiesen wurde 
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Die Wirkung der Quecksilbersalze auf die Samenkeimung. 


Von 
J. Bodnar und Lili Eveline R6th. 


(Aus dem kgl. ung. pflanzenbiochemischen Institut in Budapest 


( Binge qangen am 22 Var : 19 52.) 


Vor 35 Jahren stellten Arénig und Paul (1) ihre die desinfizierencde 
Wirkung der Quecksilbersalze erklarende Theorie auf, nach welche 
das MaB der Wirkung von dem Dissoziationsgrad des Quecksilbersalzes 
abhangt; es wirken also die Quecksilberionen vernichtend auf die 
Bakterien. Die Grundlage dieser Theorie bildet der gut bekannte 
Versuch der Verfasser, daB von den Quecksilbersalzen HgCl,. Hg Br, 
Hg(CN)., das am besten dissoziierende HgCl, am energischsten wirkt 
die desinfizierende Wirkung des minder dissoziierenden Hg(CN), am 
schwachsten ist und zwischen den beiden Salzen sowohl nach seine 
Dissoziation wie Wirkung das HgBr, steht. Jene Erscheinung, dal 
die Wirkung des HgCl, auf Zugabe von NaCl sich vermindert, wird 
durch das Zuriickdrangen der Dissoziation des HgCl, erklart 

Die Theorie von AKrénig und Paul wurde bald allgemein angenommen. 
fand Eingang in die Lehr- und Handbhiicher, und neuestens machten 
sie sich auch mehrere Forscher (2) zu eigen. Demgegeniiber erhoben 
andere Forscher (3) Einwendungen und Bemerkungen gegen die Theorie 
welche die allgemeiné Richtigkeit derselben bezweifelten. Von den Queck- 
silbersalzen HgCl,. Hg Br, und Hg(CN), leitet auch die wasserige Lésung 
des relativ am _ besten dissoziierenden HgCl, den elektrischen Strom 
schlecht; es fanden schon Arénig und Paul, daB die desinfizierende Wirkung 
derjenigen Quecksilbersalze |Hg(NO,;)., HgSO,4. Hg(C.H,O.)o|. welche viel 
besser als das HgCl, dissoziieren. um vieles kleiner ist als die des Hg I, 
Wenn aber zu diesen Quecksilbersalzen NaCl hinzugegeben wurde, steigerte 
sich ihre desinfizierende Wirkung bedeutend und erreichte die des Hg, 
\ll dies sind solehe Wahrnehmungen,. welche durch die Quecksilberionen 
wirkung nicht erklart werden kénnen. Neuerdings haben Bodnar und 
Terény? (4) nachgewiesen, daB die Wirkung der Quecksilbersalze auf di 
Weizensteinbrandsporen durch die AKrénig und Paulsche Theorie ebenfalls 
nicht erklart werden kann. 


Betreffs der auf die héheren Pflanzen ausgeubten Giftwirkung det 
Quecksilbersalze teilen Krénig und Paul am Ende ihrer Arbeit die mit 
den Epidermiszellen der T'radescantia discolor durchgefiihrten plasmo 


lytischen Untersuchungen von Fischer mit, und auf Grund dieser Unter 
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suchungen bringen sie die pflanzenphysiologische Wirkung de1 Queck 
silbersalze auch mit der Dissoziation in Verbindung. 


Tabelle J. 





Quecksilber- Keimung in am 
Quecksilber- gehalt 
verbindung der Liésung 2. ; 4 5. 6 7. 5. 9. 10 
Tage 
Het ly 0.01 98 99 100 100 100 100 100 100 100 
0,05 87 93 95 95 95 96 96 96 96 
0,10 19 63 84 84 87 87 87 | 87) 87 
0,20 0 2 13 25 31 38 41 42 42 
0.30 0 0 1 2 2 3 3 $i 8 
Hg Bry 0,01 96 98 98 | 98 99 99 | 99 99° 99 
" 0,05 41 82 88 89 91 Of 91 Of 94 
0.10 2 14 33 44 51 52 52 52 52 
0,20 0 0 0 12 21 26 28 29 29 
0.30 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Hg (CN), 0.01 99 99 99 99 99 99 99 99! 99 
: 0,05 91; 9 98 98 99 99 99 99 99 
0,10 59 82 86 89 89 89 | 89 89 9 
0,20 44 62 73 74 75 76 77 78 78 
0,30 2 13 29 27 28 30 30 30. 30 
Hg (NO ly 0,01 98 9S 98 98 9S 48 99 100 100 
0,05 97 97 97 4S 98 GS QS GS YS 
0,10 92 92 93 94 95 96 96 96 96 
0,20 78 | 87 92 | 92 98 94 | 94 95! 95 
0,30 69 82 88 91 92 92 93 93) 93 
HgSo, 0.01 4g 99 100 100 100 100 100 100 100 
0,05 96 | 9% | 97 | 97 | 97 | 97 | 97! 98: 99 
0,10 91 94 96 96 96 97 97 98 98 
0.20 71 85 90 40 90 42 92 93 96 
0.30 62 S1 86 87 88 SS 89 90 92 
Hg (Cy Hs O9)o 0,01 9% 97 99 99 99 99 99 99 99 
0,05 91 96 96 97 97 98 | 98 99 99 
0,10 86 95 96 96 97 97 98 98 498 
0,20 76 78 89 92 95 97 97 97 98 
0,30 66 76 82 88 89 90 94 94 95 
Kontrolle 98 100 100 100 100 100 100 100 100 


Zum Studium der pflanzenphysiologischen Wirkung der Queck 
silbersalze zeigt sich statt der Plasmolyse die Untersuchung ihre: 
Wirkung auf die Samenkeimung um vieles geeigneter; diesbeziiglich 
wurden aber systematische vergleichende Untersuchungen bisher nicht 


durehgefiihrt !. 


' In der Literatur sind viele Daten iiber die Wirkung des HgCl, und 
der quecksilberhaltigen Reizmittel auf die Keimung der Getreidearten z1 
finden, welche aber betreffs des Wirkungsmechanismus des Quecksil bers 
auf die Samenkeimung keine Erklarung bieten. 
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Wirkung der Quecksilbersalze auf die Samenkeimungy. Dia 


Die Kenntnis der Wirkung der Quecksilbersalze auf die Samen- 
keimung ist auch von praktischem Standpunkt von groBer Wichtigkeit, 
denn verschiedene Quecksilberverbindungen gewinnen als Beizmittel 
gegen die sich durch das Saatgut verbreitenden Pilzkrankheiten der 
Getreidearten eine ausgedehnte Anwendung. Auf Grund dessen studierten 
wir die Wirkung verschiedener einfachen Quecksilbersalze auf die 
Keimung des Weizens, und unsere Untersuchungen fiihrten zu Resul- 
taten, welche durch die Theorie von Arénig und Paul gleichfalls nicht 
erklart werden kénnen. 

Die Wirkung der Quecksilbersalze auf die Keimung des Weizens wurde 
tolzenderweise untersucht. Es wurden 20 ¢ unverletzte Weizenkérner in 
0eem Quecksilbersalzl6sung | Stunden lang eingeweicht, nachher die 
Losung abgeschiittet und die Weizenkérner nach Abtrépfeln der Loésung 
n einer Petri-Schale ausgebreitet und bis zum na&chsten Tage bei Zimmer 
temperatur stehen gelassen. Von dem getrockneten Weizen wurden je 
100 Kérner in Linhartscher Keimungsschale aut feuchtem Filtrierpapier 


ausgezahlit und vom zweiten bis zum zehnten Tage die auskeimenden Samen 
5) 


taglich gezihlt. Die Keimung geschah bei 23 bis 25°; die in den Tabellen 
mitgeteilten Ergebnisse sind Mittelwerte mehrerer parallelen Versuche. 

Unsere in der Tabelle I mitgeteilten Keimungsversuche stellen 
die Wirkung der 0,01 bis 0.3°, Quecksilber enthaltenden HgCl.-, 
Hg Br,-, Hg(CN)-, Hg(NOg)o-, HgSO,- und Hg(C,H,0,).-Lésungen 
auf die Weizenkeimung dar. Laut diesen Daten ist zwischen der Wirkung 
der 0,01°, Quecksilber enthaltenden Quecksilbersalzlésungen keine 
Differenz, bzw. wirken dieselben auf die Keimung kaum merklich 
giftig. Von der 0,05°,igen Quecksilberkonzentration aufwarts zeigen 
sich schon wesentlichere Differenzen. tiber welche die folgende Zu- 
sammenstellung ein tibersichtliches Bild bietet, in welcher unte: 
..XKeimungsenergie’* der Prozentsatz der am zweiten Tage und unte! 
..Keimungsfahigkeit** der Prozentsatz der am zehnten Tage aus- 
vekeimten Samen im Mittelwert dargestellt ist. 


Die Wirkung der 0,05 bis 0.3°,, Quecksilber enthaltenden Quecksilbersalz 
losungen auf die Keimung des Weizens in Mittelwerten 








HgBr, HgClp HgiCN). Hg(NO3)9 HgSO, Hg(CyH,O.)y Kontroll 
Keimungs- 
energie “,, 11 26 49 R4 80 80 G8 
Keimungs- 
fahigkeit % 43 57 74 45 46 97 100 


Aus dieser Zusammenstellung ist ersichtlich, daB die Giftwir- 
kung der gut dissoziierenden Quecksilbersalze [Hg(NOg,).. HgSO,, 
Hg(C,H,0,).], d.h. der Quecksilberionen auf die Keimung gering, 
dagegen die der schlecht dissoziierenden Quecksilbersalze |HgCly, 
Hg Br., Hg(CN).] bedeutend ist. Wahrend zwischen der Wirkung der 
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aus verschiedenen Salzen stammenden Quecksilberionen keine Differen: 
ist, wirkt unter den HgCl,-, HgBr.- und Hg(CN),-Molekiilen vei 
haltnismaBig das Hg(CN), am schwachsten, und ist die Giftwirkuny 
des Hg Br,, und nicht des HgCl, wie erwartet werden kénnte dis 
stirkste. Die starke Giftwirkung des HgCl, und HgBr, findet ihre 
Erklarung in ihrer Lipoidléslichkeit!, das um vieles weniger giftend 
wirkende Hg(CN), ist nur von schwacher Lipoidnatur, und das dis 
Samenkeimung nur in geringem MaBe beeinflussende Quecksilberio: 
hat keine Lipoideigenschaft ?. 

Demnach spielen bei der auf die Samenkeimung ausgeiibten Gift 
wirkung der schlecht dissoziierenden Quecksilbersalze dic HgCi,-, Hq Br, 
und Hg(CN),-Molekiile die Hauptrolle, wobei die Giftwirkung der Queck 
silberionen verschwindend gering ist. 


Die Erklarung dessen, weshalb das Hg Br, gréBere Giftwirkung aut 


die Samenkeimung als das HgCl, von gréBerer Lipoidléslichkeit ausiibt 
kann im folgenden angegeben werden. Infolge der im Vergleich zum 
Hg Cl, schwacheren Dissoziation des Hg Brysind in 4quivalenten Lésungen 
die Hg Br.-Molekiile in gréBerer Konzentration als die HgCl,-Molekiil 
vorhanden, und da die unzersetzten Molekiile und nicht clic 
Quecksilberionen giftig wirken, muB die mehr wirkende Molekiile 
enthaltende Hg Br,-Lésung wirksamer sein als die HgCl,-Lésung. Zw 
Unterstiitzung dieser Erklérung dienen die in der Tabelle IT dargestellten 


Tabelle 11. 





Aus 50cem Quecksilbersalzlisung 


In 50cem Liésung mit 50cem Ather lésbar 


Hg Hg Cl, Hg Bry Hg Cl, Hg Bry 
) mg mg mg ng 
0,01 6,8 9 4.1 5,7 
0,05 34,0 45 16,5 32,4 
0.10 68.0 90 30.7 55,6 
0.20 136.0 180 73.8 83.8 


Daten, nach welchen aus Aquivalenten HgCl,- und Hg Br,-Lésungen 
mit Ather bei gleichen Umstanden mehr Hg Br, als Hg Cl, ausgeschiittelt 
werden kann, trotzdem daB das HgCl, sich in Ather besser als das 
Hg Br, list. Diese Bestimmungen wurden folgenderweise durchgefihrt 

' Laut unseren Untersuchungen lésen je 100g Ather (wasser- und 
alkoholfrei) bei Zimmertemperatur 6,22g HgCl,. 4,92g¢ Hg Br, und 0,06, 
Hg(CN), auf. A 

2 Aus der wasserigen Lésung von HgCl, und HgBr, kann mit Athe! 


eine bedeutende Menge Quecksilber (ausfiihrlicher siehe spater) geldst 
werden, dagegen aus der Lésung von HgSO,. Hg(NO,). und Hg(C,H,0z). 
mit Ather nur Quecksilberspuren. 
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Es wurden 50 ccm HgCl,- bzw. Hg Brg-Losung mit 50 cem Ather im 
Scheidetrichter mehrmals gut durchgeschiittelt, nach vollkommener Ab 
sonderung des Athers die wasserige Schicht abgelassen und die atherische 
Lésung, wie der zum Aussptilen des Scheidetrichters benutzte Ather, in 
einem etwa 20g gegliihtes Natriumsulfat enthaltenden Erlenmeyer 
Kolben gegossen. Nach zwei- bis dreistiindigem Stehen und hautigem 
Schiitteln wurde die atherische Lésung in ein Wageglaschen abfiltriert 
das Na,SO, mit Ather nachgewaschen, der nach Verdunsten des Athers 
gewonnene kristallinische Riickstand (HgCl,. Hg Br.) abgewogen und zu 
Kontrolle auch der Quecksilbergehalt des Riickstandes bestimmt (5) 


Nach der Beobachtung von Ardénig und Paul vermindert das 
Alkalichlorid die Giftwirkung des HgCl, auf die Bakterien: es ist dem- 
nach fraglich, ob die starke Giftwirkung der 0.3°,igen HgCl,- und 
Hg Br.-Lésungen auf die Weizenkeimung die Alkalichloride bzw 
-bromide ebenfalls vermindern kénnen Wir nahmen bei unseren 
Untersuchungen auf 1 Molekiil HgCl, bzw. HgBr, 2, 5, 10 und 
L100 Molekiile NaCl, KCl, Na Br und K Br; die Resultate der Keimungs- 


versuche sind in der Tabelle II] zusammengefabt 


Tahelle T1 1. 





Zusammensetzung Keimung in °/) am 
der Beizlisung — 

2 4 ) t s 10 

Quecksilber NaCl bzw. KCl 

salz in Molen Tage 

0.3% (Hg) 0) 0 0 1 2 3 } 4 4 
He Cl, 2 NaCl 0) 0 si¢6/]7!7 ) 
5 NaCl 0 3 3 4 7 9 9 10 10 
10 NaCl 1 7 15 17 22 25 27 «28 29 
100 NaCl 11 21 31 38 41 42 43 44 44 
2 KCl () 2 4 5 5 6 r 8 ~ 
5 KCI 0 5 7 7 g 12 13 14 15 
10 KCl 3 16 23 30 31 34 35 «36 36 
100 KC] 33 53 59 63 65 66 66 67 67 
03°, (Hg) - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Hg Bry 2 NaBr 0 0 l 2 2 } 3 ) 4 
5 Nabr 2 11 15 18 25 37 3738 38 
10 NaBr 4 19 28 30 40) 42 42 43 43 
100 NaBr 7 25 30 389 48 47 49 50) 50 
2 KCl 0 2 9 12 12 13 14 15 15 
5 KCI } 22 31 40 41 41 42 45 46 
10 KCl 7 95 34 35 45 45 50 50 51 
100 KCl 10 32 36 42 48 51 53 oOD4 a6 
Kontrolle GS 100 100 100 100 100 100 100 10 


Aus den Daten der Tabelle II ist ersichtlich, daB die Alkalichloride 
bzw. -bromide die starke Giftwirkung des HgCl, und HgBr, aut 
die Weizenkeimung wesentlich herabmindern Diese Wirkung det 


Alkalisalze steigert sich mit der angewendeten Salzmenge, und die 
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Kalisalze setzen die Giftwirkung starker als die Natriumsalze herah 
Bei Anwendung der Kalisalze ist die Keimung energischer, und e 
keimt im Endresultat mehr Samen aus als bei den Natriumsalzen 

Die die Giftwirkung des HgCl, und Hg Br, herabsetzende Eigen 
schaft der Alkalichloride und -bromide kann folgenderweise erklart 
werden. 

Das HgCl, und Hg Br, bilden mit den Alkalihaloidsalzen Komplex 
salze (Me,HgCl,, Me,HgBr,), welche in wasseriger Lésung in Alkali 
metallionen und in HgCl,-, Hg Br,-Komplexionen dissoziieren. Dies 
Komplexionen dissoziieren weiter in HgCl,-, Hg Bro-Molekiile und C] 
Br-Ionen, welche Dissoziation die im Uberschu8 genommenen Alkali 
haloidsalze stark zuriickdrangen. Auf diese Weise vermindert das zu 
der HgCl,- und HgBr,-Lésung hinzugegebene Alkalichlorid bzw 
-bromid die Konzentration der HgCl,- und Hg Br,-Molekiile: es entsteht 
also die auf Zugabe der Alkalihaloidsalze eintretende Verminderung 
der Giftwirkung dieser Quecksilbersalze nicht auf die Herabsetzung 
der Konzentration der Quecksilberionen, sondern auf die des Lipoid 
quecksilbers (HgCl,, Hg Br,). Dies beweisen unsere in der Tabelle I\ 
mitgeteilten Versuchsergebnisse, nach welchen die Menge des aus 
HgCl,- und Hg Br,-Lésungen mit Ather auslésbaren Lipoidquecksilbers 
(HgCl,- und Hg Br,-Molekiile), durch die zu den Losungen gegebenen 
Alkalihaloidsalze stark herabgesetzt wird, und zwar je gréBer die 
hinzugegebene Salzmenge ist, desto weniger Quecksilber kann heraus- 
gelést werden. 

Tabelle IV. 





Aus 50 cem Quecksilbersalzlisung mit 50ecm Ather 


Quecksilbersalzlisung entzogenes Hg in mg 

‘0,3 °%ige (Hg)HgCl- | +2NaCl 4+-5NaCl +10NaCl +100 NaCl 
Losung | 84,1 77,8 61,0 41,5 2,1 

03° ige (Hg) Hg Bry- { — + 2NaBr +5NaBr +10NaBr +100 NaBr 
Losung | 67,4 56.1 34,8 11,9 1,1 





Aus 50cem Quecksilbersalzlésung mit 50cem Ather 


Quecksilbersalzlésung entzogenes Hg in mg 
0.3 %ige (Ag)Hgtly- | +2 KCl + 5KCl + 10 KC) + 100 KCI 
Losung | 76.7 55.7 38,4 1,9 
0,3 °,ige (Hg)Hg Bry- | +2Kkbr + 5K Br + 10K Br + 100 KBr 
Losung | 55.5 28,0 7,2 0,9 


Jene Erscheinung, daB die schwache Giftwirkung der gut disso- 
ziierenden Quecksilbersalze sich auf Zugabe von NaCl wesentlich erhéht 
haben wir bei der Weizenkeimung auch festgestellt. 
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Tahe lle V. 





Zusammensetzung Keimung in am 
der Beizlésung 
) 3 4 ‘ s 1 
Quecksilber- Natl 
salz in Molen lage 

03°, (Hg) - 63 95 96 96 96 96 96 96 96 
Hg (Cy Hy Oo)g 2 NaCl 4 5 10 14 18 20; 21; 23 2 
5 NaCl 4 14 23 32 38 39 39 44. 46 
10 NaCl 4 15 25 37 42 43 44 50 51 
100 NaCl 17 31 39 49 54 57 6«=6b8.sé@6«AL:s«éOG 1 


kontrolle 99 99 100 100 100 100 100) 100 100 


Laut unseren in der Tabelle V mitgeteilten Versuchsergebnissen 
erhéht sich die Giftwirkung der die Weizenkeimung nur schwach 
herabsetzenden (es keimten 96°) 0,3°,igen Hg (C,H, O,).-Lésung durch 
Zugabe von 2 Mol NaCl wesentlich (es keimten 23°,). Bei Zugabe 
von mehr NaCl (5, 10, 100 Mol) kann eine allmahliche Verminderung 
der Giftwirkung (es keimten 46, 51, 61°.) wahrgenommen werden 
Aus der Hg(C,H,0,).-Lésung entzieht der Ather kein Quecksilber, 


wenn aber NaCl hinzugegeben wird, kann mit Ather ganz wie aus 
Hg Cl,-Lésung eine bedeutende Menge Quecksilber (HgCl,) heraus 


gelést werden. Auf Grund dessen kann die auf Zugabe von NaCl er 
folgende Steigerung und die darauffolgende Verminderung der Gift- 
wirkung des Hg (C, H,0,). so erklart werden, daB die in der Hg (C,H, Oz). 
Losung vorhandenen Quecksilberionen sich mit den aus NaCl ent- 
standenen Cl-lonen vereinigen; es entstehen die stark giftigen HgCl,- 
Molekille, deren Giftwirkung durch Erhéhung der Menge des NaC] 
auf die bekannte Weise sich vermindert. 


Zusammenfassung, 


1. Die auf die Samenkeimung ausgeiibte Giftwirkung der Queck- 
silbersalze [HgCl,, Hg Br., Hg(CN).. Hg(N Og), HgSO,, Hg (C,H, O,).) 
kann mit der die desinfizierende Wirkung der Quecksilbersalze er- 
klarenden Arénig-Paulschen lonentheorie nicht erklart werden 


2. Die Quecksilberionen |Hg(NO,),, HgSO,, Hg(C,H,0,).| wirken 
kaum, die Quecksilberverbindungen von Lipoidnatur {[HgCl,, Hg Brg, 
Hg(CN),] starker giftig auf die Weizenkeimung. Das HgBr, wirkt 
stiirker als das HgCl,, was in der im Vergleich zum HgCl, gréBeren 
Hg Br,-Konzentration (das Hg Br, dissoziiert schwacher als das Hg(l,) 
der Hg Br,-Lésung seine Erklarung findet. 


3. Die die Giftwirkung des HgCl, und HgBr, herabsetzende 
Wirkung der Alkalihaloidsalze kann auf die zufolge des Entstehens von 
Komplexsalzen (Me,HgCl,. MeHg Br,) eintretende Herabsetzung des 
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Lipoidquecksilbergehaltes (HgCl,, Hg Br.) der Lésungen zuriickgefiihrt 
werden. Die die Vergiftung herabsetzende Wirkung der Kalisalze ist 
gréBer als die der Natriumsalze. 

4. Die geringe Giftwirkung der Hg(C,H,O,),-Lésung wird dure} 
Zugabe von wenig NaCl erhéht, von mehr NaCl aber vermindert, was 
auf die Entstehung von HgCl, bzw. auf die Herabsetzung der Gift 
wirkung des HgCl, durch mehr NaCl zuriickgefiihrt werden kann. 


Literatur. 


1) B. Kroénig u. Th. Paul, Zeitschr. ft. Hyg. 25, 1, 1897. 2) Literatu 
bei J. Bodnar u. A. Terényi, Zeitschr. f. physiol. Chem., im Druck. 
3) Dieselben. ebendaselbst, 1m Druck. 4) Diese lhe n. le. 5) J. Bodnar 


L.E. Roth u. 1. Terqina, Zeitschr. f. analyt. Chem. 74, 81, 1928. 
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Uber den Einflub von Aminosauren auf den Blutzucker. 

ratul Von 
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, Izumi Kanai. 
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Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 


der Universitat Berlin.) 


( Einge qangen am 23 Marz 1932.) 
Mit 10 Abbildungen im Text 


In den letzten Jahren mehren sich die Angaben in der Literatur 
iiber dynamische Wirkungen der Aminosduren. Diese dynamischen 
Wirkungen auBern sich in zweierlei Richtung: 1. auf den Ablauf ein 
zelner Organfunktionen, 2. auf den Ablauf des allgemeinen Stoff- und 
Kraftwechsels des Korpers 

Beispiele fiir die erste Gruppe der Wirkungen finden wir in den 
Kigenschaften gewisser Aminosauren, reflektorisch die Magensaft 
sekretion anzuregen, oder analog den Sekretinsubstanzen diese Driisen 
tatigkeit zu beeinflussen, oder Wirkungen auf den Erregungszustand 
der glatten Muskulatur auszutiben. Beispiele fiir die zweite Gruppe 
von Wirkungen sind in der sogenannten spezifisch-dynamischen Wirkung 
der Aminoséuren auf den Lungengaswechsel gegeben, eine Wirkung 
die bei genauerer: Analyse sich als eine Sekundarwirkung der enteralen 
oder parenteralen Aminoséurezufuhr zum Korper herausgestellt hat, 





indem eine Oxydation der zugefiihrten Aminosauren selbst bei diese 
Lungengaswechselsteigerung atiologisch nicht in Frage kommt (siehe 
E.. Lundgaards'). 

Ch. M. Wilhelmj und Frank C. Mann? haben nun bei ihren Studien 
uber die spezifisch-dynamische Wirkung einzelner Aminosauren auf 
den Gaswechsel an Hunden gefunden, daB unter anderem dem Alanin 
und Glycin diese Wirkung, wie anzunehmen war, zusteht, dab aber 
auBerdem dabei eine Erhéhung des respiratorischen Quotienten in die 


Erscheinung tritt. 


' Skandinav. Arch. f. Physiol. 62, 223 u. 243, 1931. 
2 Amer. J. of Physiol. 98, Nr. 1, 1930 
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Diese Beobachtung von Wilhelmj und Frank C. Mann iiber dir 
Steigerung des respiratorischen Quotienten nach Aminoséurezuful: 
zum Korper an Hunden hat nun J. Schubert im hiesigen Laboratoriun 
in Selbstversuchen bestatigt, bei denen er wasserige Lésungen vor 
Aminosduregemischen trank. Uber diese Versuche wird er in seine: 
Dissertation berichten. 

Es unterliegt also woh] keinem Zweifel, daB Aminoséurezuful: 
zum Koérper neben der Grundumsatzsteigerung eine Erhéhung de- 
respiratorischen Quotienten bewirkt. Das deutet auf eine Beeinflussung 
des Zuckerstoffwechsels durch Aminoséurezufuhr hin; ja man mul 
geradezu daran denken, daB itiberhaupt die spezifisch-dynamische 
Wirkung der Aminoséuren auf dem Wege iiber eine vermehrte Kohlen 
hvdratverbrennung zustande kommt. 

So werden wir beim analytischen Studium der spezifisch-dynami 
schen Aminoséurewirkung auf den Zuckerstoffwechsel verwiesen, und 
es drangen sich uns dabei zwei Fragen auf: 1. Wie beeinfluBt die enteral 
oder parenterale Aminosdurezufuhr den Blutzucker / 2. Wie beeinfluBbt 
sie den Glykogengehalt der Leber / 

Die erste Frage behandele ich in meiner vorliegenden Arbeit. Vor 


mir haben sich mit diesem Gegenstand schon andere Autoren, wie 


z. B. Lusk, Pollak, Bornstein beschaftigt. Was diese Autoren bei ihren 
Untersuchungen fanden, sei hier zunachst kurz zusammengefaBt. 


Ringer und Lusk! stellten fest, daB Glycin und |-Alanin vollstandig 
nach Desaminierung in Traubenzucker iibergehen kénnen, und daB drei 
der in Asparagin- und Glutaminsaéure vorhandenen Kohlenstoffatome in 
Glucose verwandelbar sind. Lusk? gab Phlorrhizinhunden Glykokoll und 
fand schon ganz kurze Zeit darauf eine vermehrte Zuckerausscheidung in 
Urin, die er auf Desaminierung des Glykokolls und Bildung von Zucket 
aus dem N-freien Rest zuriickfiihrte. Die spezifisch-dynamische Wirkung 
‘verlief synchron mit dieser Extrazuckerbildung und erreichte ihr Maximum 
in 2Stunden. Natiirlich ist ein zwingender Beweis fiir die Extrazucker 
bildung aus Aminoséuren durch alle diese Versuche nicht erbracht. denn 
man kann auch annehmen, daB der Zucker aus dem Leberglykogen oder 
aus EiweiB stammt, und daB dabei irgendeine Reizwirkung des Glykokolls 
‘eine Rolle spielt. Wie dem auch sei, der Gedanke liegt nahe, daB unter 
Aminosaurewirkung eine Blutzuckersteigerung zustande kommt. Es haben 
dann Pollak und spater Bornstein® Blutzuckeruntersuchungen nach intra 
vendésen und peroralen Aminoséuregaben mit wechselndem Erfolg gemacht 
Im Hinblick auf das Glykokoll hat Bornstein gefunden, daB in den meisten 
Fallen eine Bildung gréBerer Mengen von Traubenzucker aus Glykokoll 
nicht nachweisbar ist. 


Ich komme nunmehr zur Schilderung meiner eigenen Versuche 


! Ergebn. d. Physiol. 38, 103, 1931 
2 J. of biol. Chem. 12, 349, 1912. 
* Diese Zeitschr. 212, 137, 1929. 
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EinfluB von Aminosauren auf den Blutzucker 3S) 


Versuchsanordnung. 


Bei mannlichen, etwa 3 kg schweren Kaninchen. die 24 bis 48 Stunde 
efastet hatten. wurde der Blutzucker nach der Methode von Hagedor 
Jensen bestimmt. Dann erhielten die Tiere peroral oder intravends dis 
eweilig zu priifende wisserige Aminosaéurelésung. Im AnschluB an dis 
ntravenése Injektion wurde der Blutzucker 30, 60, 90, 150 und 210 Minuten 
ach der Injektion erneut bestimmt. Im AnschluB an die peroralen Amino 
iuregaben wurden die Blutzuckerbestimmungen stiindlich gemacht, und 
war bis 5 Stunden nach der Aminosiiuregalx Untersucht wurden folgence 
\Aminosauren : 

l. Ein Aminoséuregemisch. das durch Salzséurehvdrolvsierung vor 

PflanzeneiweiB gewonnen worden war. 
2. Ein Aminoséuregemisch, das durch Salzséiurehydrolysierung von 
Casein gewonnen worden war 

3. Glykokoll. 

4. Glycylglycin. 

5. Alanin. 

6. Glutaminsaurechlorhydrat. 

7. Asparagin. 


Versuche mit intravenéser Gabe wurden mit allen diesen Substanzen 
mit Ausnahme von Asparagin vorgenommen; Versuche mit enteraler 
Zufuhr wurden mit Ausnahme des PflanzeneiweiBhydrolysats mit allen 
anderen Substanzen gemacht. 

Bei den Versuchen mit intravendser Injektion wurden pré | kg Korper- 
vewicht folgende N-Mengen in Form der Aminosaéuren dem Organismus 


zugefiihrt : 


1. Bei dem Aminosauregemisch aus PfilanzeneiweiB 0,1 bis O.2¢N 
Ritsc obs ae » Cotom . ..«.« GO. Gek 
es 0” ee a ee 
O. jp SEO cs a ek es ss ws s OBEN 
ee ee ee, 
6. Glutaminsaéurechlorhvdrat O.024aN 


Bei den Versuchen mit peroraler Gabe der Aminosauren wurden tolgende 


Dosen pro lkg Koérpergewicht verabfolgt : 


1. Bei dem Aminoséuregemisch aus Casein . .. . . . f.5¢N 
5s at! ok Ss ak ee ee ee 
3. Glyeyvlglyein O5gN 
4. ,, Alanin. O5g¢N 
5. ,,  Glutaminséurechlorhydrat O.lgaN 
ee Ea ee ee ee ee ee ee ee eee 


Bei der peroralen Gabe einer Menge von Glutaminsaurechlorhydrat, 
die 0,5 g N enthielt, starb das Tier in ganz kurzer Zeit. 

In der folgenden Tabelle ist angegeben, wieviel von der jeweiligen 
Substanz den N-Mengen entsprach, die bei den Versuchen verwandt 


wurden. 
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Tabelle. 


1. Aminosauregemisch aus Pflanzeneiwei®B . . 0.7 g 0,1 gyN 
2. = 14+ g 02 g¢N 
3. Glykokoll . L- 6 0.2 gN 
4. ~ 2,675 g¢ 05 g@N 
5. Alanin 1.27 2 0.2 e@N 
6. - Te a ee ee ee 3.175 ¢ O.5 gN 
7. Glitaminsaurechlorhydrat . 10 8g 0.064aN 
Ss. = a 157 g 0,1 gN 
9. Aminosaéuregemisch aus Casein 1.26 yg 0.2 geN 
10. ‘ Be Fal Ys” go ty lO gN 
a3 a e es a s & ee 0.5 gN 
12. Glyeylglyein 0,952 ¢ 0.2 gN 
13. 99 2.38 g OLD gN 
14. Asparagin 2.368 2 0.5 ogN 


Bei der intravenésen Injektion wurden die Substanzen in 10 c 
destillierten Wassers gelést gespritzt. 

Bei der peroralen Gabe wurden die Substanzen in etwa 70 ccm dest 
lierten Wassers gelést verabreicht. 


Die Versuchsergebnisse sind in den folgenden Kurven zusammen 


gestellt. 


Vorbemerkung: Bei allen Kurven bedeutet der Blutzuckerwert bei & den Niichternwer 
Werte des Blut 


vor der Substanzgabe, die Blutzuckerwerte bei den Minutenangaben sind die 
zuckers zu den betreffenden Zeiten nach der Substanzgabe. 


sadhanasanrahpreenrasatatly —_ d Yj 


| 


Abb. 1. Abb. 2 
Ptlanzeneiweifi Aminosduregemisch aus Pflanzeneiweili 


Aminosauregemisch aus 
0,2 g N intravenis pro 1 kg Kiérpergewicht. 


0,1 g N intravenis pro 1 kg Kirpergewicht , 
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Abb. 3 Abb. 4. 
Aminos&uregemisch aus Casein. Alanin 


0,2 g N intravenis pro 1 kg Kirpergewicht. 0,2 g N intravenés pro 1 kg Kérpergewicht 
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Abb. 5. Abb. 6. 
Glutaminsiurehydrochlorid. Glykokoll und Glycylglycin. 
0,064 g N intravenés pro 1 kg Kirpergewicht. 0,2 g N intravenis pro 1 kg Kérpergewicht. 


‘s = : ro . 


WAG 


¢ 


Abb. 7. Abb. 8 
Aminosauregemisch aus Casein peroral. Alanin und Glutaminsdure peroral 
0,5 g bis 1,0g N pro 1 kg Kérpergewicht. Alanin 0,5 g N, Glutaminsaure 0,1 g N 


pro 1 kg Kérpergewicht, 
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Abb. 9. Abb. 10. 
Glykokoll und Glyeylglycin peroral. Asparagin peroral. 
05g N pro 1 kg Kérpergewicht. 05g N pro 1 kg Kérpergewicht 


Diskussion der Versuchsergebnisse. 

Wenn eine Blutzuckerverinderung nach Aminosaéurezufuhr zum 
Koérper auftritt, so handelt es sich immer um eine Steigerung des 
prozentualen Blutzuckergehaltes. Diese Steigerungen sind von ver- 
schiedenem AusmaB, sie liegen mit 40 mg-°,, bei den héchsten Werten 
und mit 15 bis 20 mg-°%% bei den mittleren Werten. Mit demselben 
Priparat und bei derselben Dosierung und Applikationsart konnte 
man gelegentlich hohe, mittlere oder auch niedrigere Werte erhalten, 
ohne daB es méglich war, den Grund fiir den verschiedenen Ausfall 
der Versuche anzugeben. Im ailgemeinen war die Blutzuckersteigerung 
bei den Gaben der gréBeren Menge eines Praparats gréBer als bei der 
Gabe einer kleineren Menge desselben Praparats. Nur einmal war das 
Umgekehrte der Fall, naimlich bei der peroralen Gabe des Casein- 
hydrolysats (Abb. 7). 


Biochemische Zeitschrift Band 248. 1h 
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Die starkeren Wirkungen traten bei den Versuchen mit intravenése1 
Injektion der Aminoséuren auf. Bei der peroralen Gabe derselben muBte 
man die bei der intravenésen Injektion deutlich wirksame Dosis ver- 
doppeln, ja verfiinffachen, um eine einwandfreie Wirkung auf den 
Blutzucker zu erzielen. 

Bei der intravenésen Injektion erwies sich das aus Pflanzeneiwei 
hergestellte Aminoséuregemisch (Abb. 1 und 2) als besonders stark 
wirksam; wesentlich schwacher erwies sich das aus Casein hergestellte 
Aminoséuregemisch (Abb. 3). Alanin (Abb. 4) und Glutaminsaure- 
chlorhydrat (Abb. 5) zeigten eine mittlere Wirkung. Glykokoll (Abb. 6) 
und Glycylglycin (Abb. 6) lieBen keinerlei nennenswerten EintluB auf 
den Blutzucker erkennen. 

Bei der peroralen Gabe des Caseinhydrolysats (Abb. 7) war eine 
mittlere Wirkung die Regel. Das gleiche gilt fiir Alanin (Abb. 8). Uber 
die Wirkung der peroralen Glutaminsaéuregabe (Abb. 8) kann ich nichts 
aussagen, weil bei der zu ihrer Feststellung notwendigen héheren 
Dosierung die Tiere starben. Bei der peroralen Glykokoligabe (Abb. 9) 
trat keinerlei Wirkung von Bedeutung auf, wahrend bei der peroralen 
Glycylglycingabe mittlere Wirkungen zu verzeichnen waren. Asparagin 
machte Blutzuckersteigerung oder lieB den Blutzucker unbeeinfluBt. 

Aus meinen Versuchen geht deutlich hervor, daB enterale ode 
parenterale Zufuhr von Aminoséuren in Abhangigkeit von der Art de1 
Verbindungen und ihrer Dosierung in der Regel eine Blutzucker- 
steigerung macht. 

Ob es sich dabei um eine Zuckerbildung aus den N-freien Komplexen 
der Aminosauren handelt, oder um eine Mobilisation vorhandener 
Kohlenhydratvorrite, bedarf weiterer Untersuchungen. 

Jedenfalls zeigen meine Versuche, daB enterale oder parenterale 
‘Aminoséurezufuhr zum Korper eine Mobilisation oder Neubildung 
von Traubenzucker bewirkt und somit auch eine gesteigerte Zucker- 
verbrennung auslésen kann. DaB letzteres in der Tat zustande kommt, 
geht aus den eingangs erwaéhnten Beobachtungen iiber die Steigerung 
des respiratorischen Quotienten nach Aminosaurezufuhr hervor. Der 
letzte Effekt der Aminoséurezufuhr zum Ko6rper ist also eine dynamische 
Wirkung, einerlei ob der verbrennende Zucker aus den Aminoséuren 
gebildet wird, oder ob die Aminosduren bzw. ihre Zerfallsprodukte 
direkt oder indirekt nur Mobilisatoren fiir vorhandenen Zucker sind. 

In dem letzteren Falle hatten wir es bei dem ganzen Phinomen 
sogar um Zwei oder mehrere aneinandergekoppelte dynamische Amino- 


sdurewirkungen zu tun. 
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Uber die Auswertung von Adenosinderivaten 
am iiberlebenden Froschherz. 


Von 
P. Ostern und J. K. Parnas. 
fAus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Lwow (Lemberg). ] 
(Eingegangen am 24. Mdrz 1932.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


I. 

In einer friiheren Mitteilung (1) tiber die Ammoniakbildung im 
Herzen haben wir die Wirkung des Adeninnucleotids aut das Froschherz 
beschrieben. Wenn zu einem Herzen, das an einer Straub-Fiihnerschen 
Kaniile schlagt, Adeninnucleotid hinzugefiigt wird, so bleibt bei ge- 
niigend groBer Dosis, die je nach der Empfindlichkeit des Herzens 
zwischen 10-% bis 10? y betragt, das Herz ohne Arhytmie und ohne 
Veranderung der Schlagkraft diastolisch mit gedehntem Vorhof stehen ; 
nach einer Unterbrechung, deren Dauer mit der GroBe der Dosis steigt, 
nimmt das Herz mit voller Schlagkraft die Tatigkeit wieder auf. Die 
Giftempfindlichkeit des Herzens ist individuell verschieden und nimmt 
mit der Uberlebensdauer zu; durch Atropin wird die Giftwirkung nicht 
beseitigt. Ausspiilen hebt den Stillstand rasch auf, aber auch ohne 
Ausspiilen kehrt die urspriingliche Tatigkeit wieder, bevor noch —- 
wie wir experimentell nachweisen konnten — das Nucleotid merklich 
verandert ist. Die Aufhebung der Herztatigkeit ]4Bt sich an demselben 
iiberlebenden Herzen beliebig oft hervorrufen. Wir haben feststellen 
kénnen, daB Adeninnucleotid aus Muskeln und aus Blut, sowie Nucleotid 
auf Hefenucleinsaiure ganz gleich wirken ; Adeninnucleotidpyrophosphor- 
siure wirkt in aquivalenten Lésungen ebenso wie das Adeninnucleotid, 
indem Pyronucleotid aus 3,5 y Bariumsalz genau so wirkt wie 2 y 
Nucleotid (molekulares Verhaltnis 642 : 365, abs. 3,46: 2). 

In der weiteren Verfolgung dieser Untersuchungen haben wit 
feststellen kénnen, daB die beschriebenen Erscheinungen mit der 
gréBten GesetzmaBigkeit auftreten, und daB man bei richtiger Be- 
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herrschung der Versuchsbedingungen die Herzwirkungen der Adenin- 
derivate innerhalb enger Grenzen reproduzieren kann. Es ist ohne 
weiteres leicht, zwei Lésungen, welche in ihrem Nucleotidgehalt um 
20°, differieren, voneinander zu unterscheiden und den Nucleotid- 
gehalt einer Lésung durch Vergleich mit dem einer bekannten mit 
dieser Genauigkeit zu bestimmen. Aber es fallt nicht schwer, bei einiger 
Erfahrung, wie sie z. B. auch bei Auswertung von Cholinderivaten 
notwendig ist, diese Bestimmungen auf die Genauigkeit von 10° 2u 
steigern. Diese Erfahrung hat nahegelegt, die Auswertung des Adenin- 
nucleotids am Froschherzen zu einer biologischen Bestimmungsmethode 
fiir diesen Korper zu entwickeln. 

Das Interesse, welches fiir die Untersuchungen der Adeninderivate 
besteht (sowohl im Zusammenhang mit der Muskelphysiologie und dem 
Kohlenhydratstoffwechsel, als auch im Zusammenhang mit der thera- 
peutischen Anwendung von Muskelextrakten), macht es in der Tat 
wunschenswert, eine einfache und schnelle Methode zur Bestimmung 
dieser Substanzen zu besitzen. Die rein chemische Methode, welche 
Parnas (2) ausgearbeitet hat, ist in ihrem praparativ-analytischen 
Charakter langwierig und erfordert immerhin mehr als 10 g Ausgangs- 
material, jedenfalls einen Gehalt von mehreren Milligrammen Adenin: 
dies ist z. B. in Versuchen an aerob gut iiberlebenden Muskeln oder 
Froschherzen eine bedeutende Erschwerung. Uber die Methode von 
Gerhart Schmidt (3) haben wir keine Erfahrung, aber sie scheint als 
Differentialmethode, in welcher der Adeningehalt aus Differenzen des 
Ammoniakgehalts vor und nach der Fermenteinwirkung bei hohen 
Grundwerten erschlossen wird, doch Tiicken in sich zu bergen, und sie 
hat in der Arbeit von Embden und Lehnartz (4) zu paradox erscheinenden 
(5) Resultaten gefiihrt. So erschien eine Methode, welche die Adenosin- 
derivate unmittelbar erfaBt, besonders wiinschenswert. Die hier be- 
schriebene reiht sich an die von Bennet und Drury mitgeteilte (8) 
Methode der Auswertung am Meerschweinchenherzen an, sie erfordert 
indessen einfachere Mittel und erlaubt sehr viel kleinere Mengen zu 
bestimmen. 


II. Die Methode. 


Die Methode besteht darin, daB man diejenige Verdiinnung des 


untersuchten Auszuges aufsucht, welche am tiberlebenden, atropini- 
sierten Froschherzen einen sicheren, d. h. das Mehrfache einer Kon- 
traktionsdauer wahrenden Stillstand hervorruft, und dann diejenige 
Verdiinnung einer bekannten Lésung von Adeninnucleotid bzw. 
Adenosin findet, welche die gleiche Wirkung hervorruft. Eine chemische 
Vorbehandlung erméglicht es, die Adenosinwirkung von der Wirkung 
Nucleotid + Adenosin getrennt zu bestimmen. 








s( 





im 
id- 
nit 
rer 
en 


Zu 


de 


ul 


~_ 








Auswertung von Adenosinderivaten SO] 


Die Prifungen der unbekannten und der Standardlésung werden 
alternierend (mit dazwischengefiigter Ausspulung und 10-Minutenpause) 
so hintereinandergeschaltet, daB das Wirkungsbild der Unbekannten 
zwischen zwei Wirkungsbilder der Standardlésungen liegt Selbst- 
verstandlich werden die Herzschlage aufgezeichnet. 

Die Herzen. Wir haben zu allen Jahreszeiten an Eskulentenherzen 
gearbeitet : die Tiere stammten teils aus unserer Gegend, teils aus Debreczen 
Ungarn), und wurden, wie friiher beschrieben (5), gehalten. Die Prapa- 
rierung und Befestigung an der Kantile war die ubliche'. Die Praparate 
werden erst am nachsten Tage verwendet. Es wurden in diesen Unter- 


suchungen nur die Kammerschlage von der Herzspitze aus registriert 

Die Empfindlichkeit der Herzen variiert, wie erwahnt, innerhalb 
sehr weiter Grenzen. Sie ist aus der unter L. zitierten Arbeit zu ersehen, 
z. B. Versuch 30, 8.315, aus welcher auch das Anwachsen der Emp 
findlichkeit aufs tausendfache an einem und demselben Herzen inner- 
halb von 2, Tagen Zu ersehen ist. Kes ist empfehlenswert, fur die Versuc he 
solche Herzen zu verwenden, bei welchen der Stillstand auf héchstens 
5y Adeninnucleotid erfolgt. 


Da die Methode auf dem Vergleich der unbekannten Extrakte mit 
bekannten Lésungen beruht, so ist die Vergleichssubstanz sehr wesentlich 
wir haben als \ erglei hssubstanz ein rac h Lohmann 6) aus Muske lace nosin 
triphosphorsaure dargestelltes Adeninnucleotid verwendet, sowie Adenosin, 
welches aus Hefenucleinsiure durch ammoniakalische Hydrolyse her 
gestellt worden ist. Die Vergleichsl6sungen wurden ftrisch hergestellt und 
in der Kalte aufbewahrt: wir haben uns tberzeugt, dali man sie auch 
mit Toluol aufbewahren kann, dessen Uberschuf vor dem Versuch mit dem 
Petrolather entfernt wird. Bei den darauffolgenden starken Verdiinnungen 
stort dieses gar nicht. 


In der Kaniile und dem Herzen sind bei Versuchsbeginn ' , oder | com 


Ringerlésung enthalten. Die untersuchten Vergleichstliissigkeiten werden 
mittels einer in ! ,,¢m geteilten Tuberkulinspritze hineingebracht Die 


Losungen werden mittels Ringerlésung auf die erforderliche Verdiinnung 
gebracht und sind mit Bromthymolblau in bezug auf ihre Reaktion kon 
trolliert. Die Herzen schlagen in Rohren, die mit einem Wassermantel 
umgeben sind, in einem langsam durchgeleiteten feuchten Sauerstoftstrom, 

Um stérende Wirkungen von Cholinderivaten auszuschalten wil 
méchten noch ausdriicklich auf den Unterschied zwischen der Wirkung 
der Adeninderivate und des Acetylcholins hinweisen: die Wirkung des 
Adenosins und seiner Derivate ist eine rein chronotrope . werden die 
Herzen von Zeit zu Zeit mit 1 y Atropinsulfat behandelt. Es sei hier bemerkt, 


! Die Wirkung des Adeninnucleotids geht vom Sinus venosus aus: 
es war zu bedenken, daB in den Straub-Fuihnerschen Praparaten das zur 
Nahrtfliissigkeit zugesetzte Gift nicht sofort in die Vorhétfe gelangt. Wir 
haben deshalb Versuche angestellt, in welchen wir am Herzpraparat mit 
Kreislauf, wie es von Clark, Gaddie und Stewart (15) angewandt wird, die 
Wirkung der Adenosinderivate priiften. Sie erfolgt dort nicht anders als 


im gewohnlichen Straubschen Praparat. 
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n Geweben vortindet, eine der 


da®B keine uns bekannte Substanz, die sich 


hier behandelten Adeninderivaten ahnliche Wirkung hervorruft. Wi 
haben dies auch besonders tin Histarmin festgestellt. Wis mochten auc} 


darauf hinweisen, worauf noch spater eingegangen wird, daB auch au 
Crewebsextrakten die Wirkung, die wir aut Adeninnucleotid beziehe 
durch Uranvlacetattallung beseitigt werden kann. 


Es ist leicht festzustellen, ob in einem untersuchten Auszug di 
Wirkung von dem Adeninnucleotid allein herruhrt oder ob auch Adenosi: 
zugegen ist: bei Anwesenheit von Adeninnucleotid allein wird dis 
Wirkung aufgehoben, wenn durch Uranylacetat in der untersuchtei 
Losung eine Fallung erzeugt und abfiltriert wird, und im Filtrat das 
iiberschtissige Uranyl durch Phosphat entfernt wird. Wenn Adenosin 
zugegen ist, so bleibt es im Filtrat, und seine Wirkung kann dann be 
sonders bestimmt werden. 


Die Evtrakte. Die Gewebsextrakte werden durch Enteiweibung mit 
Acetatgemischen in der Siedehitze dargestellt: es handelt sich darum,. be 
ihrer Darstellung die traumatischen und postmortalen Desaminierungen z 
vermeiden, ohne ein gittiges odet herzwirksanw s \gens einzutuhren. Aus 
diesem Grunde muB sowohl Borat als Trichloressigsaure vermieden werden 
Organe, Blut usw. werden mit n 3 kalter H Cl zerrieben. und in eine siedende 
wasserige Losung eingebracht, welche so viele Kubikzentimeter m | 
CH,COONa enthalt, als HCl n/3 verwendet worden ist. Das Gemiscl 
wird auf ein bestimmtes Volumen gebracht, zentrifugiert oder filtriert und 
entsprechende aliquote Teile nach Neutralisation auf Bromthymolblau zu 
Herstellung der entsprechenden Verdinnungen verwendet. 

Die Versuchsanordnung und Arbeitsweise ergibt sich aus dem 
folgenden Beispiel: 

Es sei das Adeninnucleotid in einem Froschherzen zu bestimmen, das 
100 mg wiegt. Es ist nach Analogien mit anderen Herzen auszunehmen, dai 
sein Gehalt an Adeninnucleotid 120 bis 140 mg-°,, betragt. Der wie oben 
hergestellte Extrakt wird auf lO cem gebracht. Es wird in diesem Fall 
eln emptindliches Herz als Testherz gewahlt und gefunden, daB dieses 
Herz auf 0,13 cem einer Losung fir 30 Sekunden stehen bleibt, die 10 ; 
Adeninnucleotid im Kubikzentimeter enthalt. Der Herzextrakt gibt den 
selben Effekt., wenn zum ausgespiilten und erholten Herzen 0.09cem zugetiigt 
werden; 0.1 cem des Extraktes gab einen langeren Stillstand, 0.08 cem mut 
eine Verlangsamung ohne dettlichen Stillstand: folglich enthalt das 
untersuchte Herz 100 .0,13 0,09, d.i. 144 7 Adeninnucleotid, jedenfalls 
mehr als 130 > und weniger als 162 +> Adeninnucleotid. In Milligramm 
prozenten ausgedriickt 144 mg-°, dieser Substanz. 

Kommt es z. B. bei der Untersuchung von kauflichen pharmazeutischen 
Extraktpraparaten darauf an, den Gehalt an Nucleotiden und Nucleoside 
zu ermitteln, so wird zunachst in Verdtinnungen des Praparats die an 
nahernde Wirkung ermittelt und mit einer Nucleotidstandardlosung vet 
glichen. Diese Wirkung ist folgendermaBen zusammengesetzt: sie ist dic 
Summe der Wirkung von m Teilen Adeninnucleotid und der Wirkung von 


n Teilen Adenosin, das indessen fiir gleiche chemische Aquivalente zweimal! 
starker wirkt als das Nucleotid, fiir gleiche Gewichtsteile dreimal starke1 
Wenn der Anteil an Adenosin gesondert bestimmt werden kann. so kann 
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der Nucleotidanteil aus der Gesamtwirkung und dem Adenosinanteil be 
rechnet werden. Der Adenosingehalt wird folgendermaBen bestimmt: 
man macht den urspriinglichen Extrakt mit Essigsaéure so schwach sauer, 
da®B die Farbe des Bromthymolblau in griinlich-gelb umschlaigt und figt 
soviel Uranylacetatlésung hinzu, da®B ein geringer Uberschu® vorhanden 
ist. Ensteht kein Niederschlag. wie wir z. B. bei der Untersuchung des 
bekannten, als Nucleotidpraparat angezeigten Herzmittels Lacarnol ge- 
sehen haben oder bei reinen AdenosinlOsungen, so ist kein Nucleotid 
vorhanden. Die abfiltrierte Lésung kann das Adenosin enthalten: diese 
Losung wird vom iiberschiissigen Uranylacetat befreit, indem dieses mit 
primarem Natriumphosphat gefallt wird. Es hat sich bei dieser Gelegenheit 
herausgestellt, daB die urspriingliche chemische Methode von Parnas eine 
Fehlerquelle enthielt: es wurde dort namlich nach Fallung der Nucleotide 
das tiberschiissige Uranylacetat mit Alkali entfernt. Die biologische Methode 
hat uns gezeigt, daB durch das ausfallende Uranhydroxyd ein Teil des 
Adenosins mitgerissen wird. Es sei aber bemerkt, daB in den Unter 
suchungen dieses Laboratoriums tiber die Verteilung der Purine im Muskel 
diese Fehlerquelle, soweit wir feststellen konnten, keine Rolle gespielt hat, 
weil Adenosin nicht vorhanden war. Wenn der UranyliiberschuB durch 
Fallung mit primarem Phosphat entfernt wird, so wird Adenosin nicht 
mitgerissen. 

Nach Entfernung des Uraniiberschusses wird das Filtrat neutralisiert, 
wieder auf ein bestimmtes Volumen gebracht und am Herzen gegen eine 
{denosinlésung von bekanntem Gehalt ausgewertet. 


Wir haben die Wirkung von Adenosin mit der von Adeninnucleotid 
an den gleichen Herzen verglichen. Wenn » y Nucleotid das Herz 
zum Stillstand bringt, so wird die gleiche Wirkung durch n 3 y Adenosin 
hervorgerufen: das ergibt fiir 4quivalente Losungen eine 2,17 starkere 
Wirkung des Adenosins. Wenn also der urspriingliche Extrakt det 
Wirkung von p mg Nucleotid entspricht und (#) mg Adenosin enthalt, 
sO ergibt sich der Gehalt an Nucleotid (7) alls der Gleichung 


n p 3m. 


Wir haben gewohnlich dort, wo es auf Bestimmung von Adenosin 
neben Adenosinphosphorsaure ankam, an dem gleichenTestherz das 
Verhaltnis der Wirkung von Nucleotid und Nucleosid bestimmt 


ks muB hLesonders bemerkt werden, dal infolge der traumatisthen 
und postmortalen Desaminierung des Adeninnucleotids und der Adenin 
nucleotidpyrophosphorsaure jede Zerkleinerung des Muskelgewebhes, odet 
jedes Stehenlassen von zerkleinertem Gewebe ohne besondere, die Des 
aminierung hemmende Stoffe zu falschen Werten tithren mub. Als Beispiel 
sel ein Versuch angefiihrt. in welchem Muskel zerkleinert oder in Warme 
starre untersucht worden sind. In dem zerkleinerten, wirmestarren Muskel 
wurde ein Adeninnucleotidgehalt von 3.7 mg-",, Adeninnucleotid-N gefunden. 


statt des urspriinglichen von 33 mg - 


' Tnosinséiure bewirkt keinen Stillstand des Herzens: wir haben uns 
davon an Praparaten von reiner Inosinséiure Uberzeugt. 150 g¢ Inosinsaure 
zeigten keinerlei Wirkung auf ein Herz. das nach 3g Adeninnucleotid 
stehen blieb. 
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Die Wirkung von Nucleinsdure aut das Froschherz ist an der Hefe 
nucleinsiure von Boehringer untersucht worden: sie wirkt erst in Kon 
zentrationen. welche etwa das Hundertfache der wirksamen Adenin 
nucleotidmenge betragen. Wir beoachten eine Verlangsamung. ohne Heral 
setzung der Schlagkraft ; in manchen Praparaten, aber nicht in allen, erfolgt 
auch ein Stillstand. Die chronotrope Wirkung ist langdauernd und lait 
sich nicht, wie die des Adeninnucleotids, durch Ausspiilen sofort beseitigen. 
Kine Hydrolyse der Hefenucleinsaure, wie sie fiir die Gewinnung det 
Nucleotide angewandt wird, bringt die Wirkung des Adeninnucleotids. 
ohne St6orung oder Verstirkung durch die anderen Nucleotide, quantitatiy 
vollstandig in Erscheinung. 


Lil. 

Die hier beschriebene Methode eignet sich sowohl fiir physiologische 
Versuche, in welchen Umwandlungen der Adenosinderivate verfolgt 
werden, als auch tir die Bestimmung dieser Stotfe zu anderen Zwecken : 
so fur die Auswertung der wirksamen Adenosinderivate in Praparaten, 
welche fiir medizinische Zwecke hergestellt werden, oder als Kontrolle 
bei der priparativen Herstellung von Adenosinderivaten. Uber eine 
physiologische Anwendung wird in der nachfolgenden Arbeit berichtet. 


Hier sollen nur gelegentlich gemachte Bestimmungen mitgeteilt werden. 


Tahe lle ]. 





Adenir Ader 
Tierart Organ nucleotid nucleotid 
mg mg-' N 
Kaninchen es5 ; Rote Blutkorperchen 70,0 14,0 
Serum < 4.0 ~ 0.5 
Skelettmuskel 125.0 25.0 

Herzmuskel 45 1Y 

Leber L16 23 

Niere 100.0 A) 

Milz 

Magen 50,0 10) 

Lunge 23 a) 

” ee ee (cehirn 23 y 
Meerschweinchen oe Vollblut 28 5,6 
7 Leber GQ) 18.0 

Frosch .... , Skelettmuskel 166 53 

” ° ° ° ° Herzmuskel 140 28 

Schildkrot: ; ; Herzmuskel 83 17 
Mensch . Liquor cerebro-spinalis < 0.1 0,02 
Harn < i < 0,2 
Kiter < 15.0 3.0 

ius einem Pyothorax gangraenosus 


Zu Tabelle | sei bemerkt, das sich die Zahlen fiir Kaninchenorgane 
auf frisch verarbeitete Gewebe eines und desselben Tieres beziehen 
Wo in der Tabelle .,weniger als n** angegeben ist, so bedeutet das nicht, 


daB Wirkungen mit geringeren Mengen erzielt worden sind, sondern 


daB mit Konzentrationen n keine Wirkung beobachtet worden ist: 
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die Anwendung hédherer Konzentrationen war in diesen Versuchen aus 
experimentellen Grinden, z. B. zu hoher Salzkonzentration des Extrakts 
unmoglich, und es ware in diesen Fallen eine Konzentrierung des 
Adenosinderivats nur durch Bleifallung erreichbar Aus den an- 
gefiihrten Zahlen geht hervor, daB das Adeninnucleotid ein ubiquitares 
Bestandteil der tierischen Gewebe ist, und sein Fehlen oder jedenfalls 
seine sehr geringe Konzentration in den Korperflissigkeiten fallt auf 

Die mit unserer pharmakologischen Methode erhaltenen Werte stimmen 
mit friiher aut chemischem Wege erhaltenen gut tiberein {Blut Voz0- 
fowshi (9), Boivin (10), Buell und Perkins (11): Muskel: Parnas (2), 
Ostern (12): Herz: vel. nachtolgende Arbeit |, sie stimmen davgegen mit den 
pharmakologisch bestimmten Werten von Bennet und Drury (8) nicht 
iiberein Die Werte dieser Forscher sind in den meisten Fallen zwei- bis 


dreimal geringer als nach unseren Auswertungen 


Tabelle 11 





Adenit 
lierart Organ nucleotid Adenosit 
mg ng 
Frosch ss . Skelettmuskel (frisch) 187 —6 
Skelett muskel 44.0) <6 
(nach traumatischer Desaminierung 

Kaninchen ae Herzmuskel 88.0 <§ 

Rote Blutkorperchen 70.0 <— 5,0 


Tabelle LI gibt die Versuche wieder, in welchen auch der Adenosin- 
gehalt bestimmt worden ist. Es ist aus ihnen zu ersehen, daB in Muskeln, 
Herz, Blut kein Adenosingehalt festgestellt worden ist, und dal dieser 
jedenfalls sehr tief unter dem an Adeninnucleotid liegen mub. Es soll 
damit naturlich nicht dem Ergebnis von Calvery (13) widersprochen 
werden, der aus Menschenharn durch praparative Verarbeitung groBer 
Mengen (S80 Liter) Adenosin gewonnen hat (10) A. Boivin stellte in- 
dessen kurzlich fest, da er im Menschenharn weder Nucleotide, noch 
Nucleoside finden konnte (8, 8. 71 

In Tabelle Il] ist der Gehalt an Adenosinderivaten in einigen 
Handelspraparaten angegeben 


Tabelle Ill 





\ s s rs \ 
Praparat 

Lacarno! ; ; oe 
Myoston Le’ ao $.7 O45 
Angioxy! ; say a fa 2 
Eutonon . bed Fade (1,2 
Padutin ..-. = ii < 0,2 

In diesen drei Priaparaten ist eine Trennung in Adenosin ur Adenos spl 


nfolge ihres geringen Gehaltes an diesen Koérpern nicht vorgenommen worden 
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Diese Zahlen bediirfen in dem hier betrachteten Zusammenhang 
keiner weiteren Erorterung. Wir mdoéchten nur folgendes betonen 
trotzdem das Lacarnol (1. G.) von den Erzeugern als Nucleosid pra parat 
bezeichnet wird, findet man in der neuesten medizinischen Literatu 
daB es als Adeninnucleotidpraparat angesehen wird. So. schreibt 
0. Krayer (14) in einer kirzlich erschienenen Arbeit, Rothmann hatte 
im Lacarnol pro Kubikzentimeter 1,25 mg Adeninnucleotid gefunden 
Hochrein und Keller hatten im biologischen Experiment festgestellt 
daB 3 mg Adenylsaure pro Kubikzentimeter weniger wirksam waren als 
gleiche Mengen Lacarnol. Wir miissen den Gehalt an Adeninnucleotid 
in Abrede stellen, und es ist ganz verstandlich, daBb bei der starkeren 
Wirkung des Nucleosids die Lacarnolwirkung starker sein muB als die 
einer Adenylsdure von gleicher Konzentration. Dai Praparate, welche 
als Adeninnucleotid bezeichnet sind, daneben auch Nucleosid enthalten 
ist wohl die Folge einer partiellen Hydrolyse bei der Sterilisierung. 





Abb. 1 
Verlauf eines Versuches, in welchem der Gehalt eines Froschmuskels an Adeninnucleoti 
stimmt wurde. Der Extrakt aus dem Muskel war so verdiinnt, da »cem Extr lg Gew 
entsprecher 
Aufzeichnung der Kammer: Zeit e 10 Sekunder 1. Odecem des hundertfach verdiinnte 
urspriinglichen Extraktes haben keine Wirkung Il. 0.35 Muskeladeninnucleotid hat 
gleichfalls keine Wirkung. ILI. 0.12 cem des hundertfach verdiinnten Extraktes bewirken de 
harakteristischen Stillstand. IV. 0.4 Adeninnucleotid zeigen eine sehr Ahniliche Wirkur 
Folglich liegt der Gehalt an Adeninnucleotid sehr nahe bei 0.4 n 12. 10-4 eem des 
spriinglichen Extraktes; l0eem Extrakt oder 2g Musgelgewebe enthalter Nucleot I) 
Gehalt ist also: 166 mg- Adeninnucleotid oder 33mg Adeninnu i-N 
Da 0.35 y Nucleotid noch gar keine Wirkung hatter und 0.4 eine sehr Ahniiche Wirkung 
wie 12. 10-4 des urspriinglichen Extraktes aus g Muskel. s egt der Gehalt sicher 
iber 145 mg- Adeninnucleotid, und sehr nahe, jedenfalls micht iiber 166 mg 
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Zusammenfassung. 
1. Es wird eine Methode der Auswertung am tiberlebenden Frosch 
herz beschrieben, welche es gestattet, mit einfachsten Mitteln und in 


kurzester Zeit sehr kleine Mengen von Adenosinderivaten zu bestimmen 


2. Es werden Anwendungen dieser Methode mitgeteilt. 
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Uber die Ammoniakbildung im Herzen. 


Ill. Mitteilung (1): 


. . . oe , 
Uber das Adeninnucleotid im iiberlebenden Frosehherzen. 


Von 


J. kK. Parnas und P. Ostern. 
Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwow 


(Eingeqangen am 24. Mdrz 1932.) 


In der voranstehenden Mitteilung (2) ist eine Methode beschrieber 
worden, die es méglich macht, kleine Mengen Adeninnucleotid (GréBen- 
ordnung 10-6 g) quantitativ zu bestimmen;: diese Methode hat es uns 
moéglich gemacht, Fragen zu bearbeiten, die sich auf das Verhalten des 
Adeninnucleotids im Herzen beziehen und die friiher nicht lésbar 
waren. Es ist in einer friiheren Mitteilung (1) iiber die Ammoniakbildung 
im Froschherzen berichtet worden; diese Ammoniakbildung ist in det 
Arbeit von Clark, Gaddie und Stewart (3) ebenfalls gefunden worden. 
Kine Bestimmung des Adeninnucleotids im Froschherzen mittels det 
chemischen Methode war schwer durchfiihrbar: Bestimmungen im 
Kaninchenherzen (1) ergaben einen Gehalt!, welcher die wahrend det 
Arbeit entstandenen Ammoniakmengen auf das Adeninderivat als 
‘Muttersubstanz nicht zuriickzufiihren erlaubte. 


! Die Werte sind hier richtig zu stellen: Wir fanden in drei neuen 
Bestimmungen an Kaninchenherzen nach der von Parnas ausgearbeiteten 
Methode fiir die Nucleotidfraktion: 


Adenin-N .... . 20,2 16,5 18.0 mg-", 
Oxypurin-N.... 3.9 3.7 2,5 mg-° 
Die pharmakologische Auswertung ergab das gleiche Resultat fiir das 
Adeninnucleotid: 19 und 18 mg-°,. In den friiheren Analysen war die post 
mortale Zersetzung des Nucleotids nicht geniigend hintangehalten. Die 


jetzt auf chemischem und pharmakologischem Wege gefundenen Nucleotid- 
werte kommen fiir die traumatisch-postmortalen Ammoniakwerte im 


Kaninchenherzen und die analogen traumatisch-postmortalen Werte im 
k roschherzen fast vollstandig auf; dagegen ist es unmdéglich. die groBen 


Mengen Ammoniak, die im schlagenden Froschherzen entstehen und in 
24 Stunden 15 bis 30 mg-°, NH,-N betragen, auf die Aminogruppe des 
Adeninnucleotids als letzte Quelle zuriickzufiihren. 
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Es wurde deshalb in der Annahme, da die Ammoniakbildung im 
Froschherz ein wesentliches chemisches Phanomen bei Herztatigkeit 
st, eine Erklérung versucht, die auf eine von Parnas (4) zur Erklarung 
ler Ammoniakbildung im ermiidungslos aerob arbeitenden Muskel 
gemachte Annahme zuriickgreift. Es wurde also angenommen, dai 
m tiberlebenden schlagenden Froschherzen das Ammoniak unmittelbar 
ius dem Adeninpyronucleotid oder dem Nucleotid entsteht, und dab 
las Desaminierungsprodukt dieses Korpers in den oxydativen Er- 
holungsvorgangen wieder in das Adeninpyronucleotid zuriickverwandelt 
wird; es wird dabei angenommen, das die Reaminierung nicht aut 
Kosten des einmal abgespaltenen Ammoniaks erfolgt, sondern aus 
inderen Stickstoffquellen oxydativ abgespaltene Amidogruppen ver- 
wertet. Auf Grund dieser Annahme wire zu erwarten, daB im 
schlagenden Herzen unter guten Bedingungen eine Ammoniak- 
bildung stattfinden miuBte, ohne dah zugleich Adeninnucleotid 
verschwande; es miBten Bedingungen bierfiir realisierbar sein, wie in 
Versuchen von Parnas (4), und die Ammoniakbildung in ermiidungslos 
schlagenden Herzen ware dann von keiner endgiiltigen, sondern 
nur von einer intermedidren Desaminierung des Nucleotids begleitet ; 
im Gegensatz zu den Verhiltnissen bei der traumatisch-post mor- 
talen Ammoniakbildung im Muskel und im Herzen oder bei der 
inaeroben ‘Tatigkeit des Muskels, wo das Nucleotid in seiner 
endgiltigen Desaminierung die Muttersubstanz des entstandenen 
\mmoniaks ist. Wenn sich dies fiir das spontan schlagende, mit Sauer- 
stoff geniigend versorgte Froschherz nachweisen lieBe, so kénnte darin 
eine sehr ernste Stitze fiir die angefitihrte Hypothese erblickt werden. 
Verschiedene Versuche, diesen Nachweis zu fiihren, hatten kein be- 
friedigendes Ergebnis; da Froschherzen zu klein waren, um in ihnen 
Nucleotide zu bestimmen, machten wir Versuche an Schildkrétenherzen 
(Emys europaea). Diese Versuche verliefen unbefriedigend infolge der 
Eigentiimlichkeiten diqser Herzen, ihrer *bekannten Tonusschwankungen 
und oft unerwartetem Versagen. Kaninchenherzen lassen sich im 
Langendorjfschen Praparat nicht so im Uberleben erhalten, daB man 
sie nach Stunden als unermiidet und unverandert betrachten kénnte. 
So haben auch Versuche, an solchen Herzen den Nucleotidgehalt zu 
bestimmen, immer zu sehr deutlichen Abnahmen des Adeninnucleotids 
und Zunahmen des Hypoxanthinucleotids gefiihrt. 

Die Frage wurde am Froschherzen in folgender Weise untersucht 

Das frische Versuchsherz arbeitet an der Straub-Fihnerschen Kaniile 
in einer Sauerstoffatmosphaére: nach Ablauf der Versuchszeit wird es 
mit seinem fliissigen Inhalt und 2cem !?/,n HCl zerrieben und der Brei 
verarbeitet, wie in der voranstehenden Arbeit beschrieben. Testherzen, 
lie am Tage zuvor vorbereitet worden sind, werden jetzt auf ihre Empfind 
chkeit gepriift, und ein Herz von entsprechender Empfindlichkeit gewahlt. 
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An diesem wird dann der Gehalt des Extrakts aus dem Versuchs 
herzen mit der Standardlésung verglichen und sein Gehalt an Adenin 
nucleotid ermittelt. Tabelle II zeigt den Gehalt an Adeninnucleotid i: 
a) frisch praparierten Herzen (es wurden jedesmal je drei Herze: 
zusammen verarbeitet, b) Herzen, die sofort nach der Praparierung mit 
Quarzsand und Wasser zerrieben worden sind und 2 bis 4 Stunden be 
Zimmertemperatur gestanden haben (traumatisch-postmortale Werte 
c) Herzen, die 17 Stunden lang nach der Praparierung geschlagen haben 


es wurden nur solche verarbeitet, die sich in dieser Zeit im _ bestey 


Zustande befanden. 


Tabelle I. 


Ammoniakbildung in Schildkrétenherzen wahrend der Arbeit. 





Ammoniak-N 
auf 


Protokoll Datum Arbeitszeit 24std. Arbeit 
berechnet 

Nr 1931 Std. mg-? 

é F; 15 3.1 

5 5. V. 23 3,0 
6 : * ¢ 7 6,64 
7 8. V. 6}), 9.68 
8 11. V. 5 4,50 
13 22. V. 81), 9,93 
14 27. V. 201/, 3,03 
15 at. V. 3 3,95 
16 28. V. 21 5.37 


Fir die Nucleotidfraktion der Schildkrétenherzen ergaben sich folgende 
Werte: frisch verarbeitete Herzen: 
Adenin-N ....... . 13,7 mg-%, 
Oxypurimn-N ...< . «\<1s 80@meg- 
nach achtstiindiger Arbeit verarbeitete Herzen: 
BES ack cs ews Rees, 
Oxypurim-N.... «++. s« 61ime-% 
. Mit der biologischen Methode fanden wir fiir frische Schildkrétenherzer 
einen Nucleotid-N-Gehalt von 17 mg-°,. 


Tabelle II. 
Der Gehalt der Froschherzen an Adeninnucleotid. 
Herzen verarbeitet: a) sofort nach der Praparierung, 
b) 2 bis 4 Stunden nach Zerreibung mit Quarzsand un 
Wasser (Temperatur 20°C), 
c) nach 15stiindiger Arbeit (Temperatur 15°C). 





i b ( 
Adenin- : Adenin- Adenin 
Protokoll nucleotid-N Protokoll nucleotid-N Protokoll nucleotid-N 
in mg-°/» in mg-° 5 in mg- 
Nr. (je 3 Herzen) Nr. (je 3 Herzen) Nr (Einzelherzer 
26 (Ta) 28 26 (Lb) 5 21 (Ia) 27 
27 (1 29 21 (Ib) <5 21 (Ila) 22 


27 (i) 26 21 (II1a) 29 
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Es ist aus diesen Zahlen zu ersehen, daB in den Herzen, in welchen 
traumatisch-post mortale Ammoniakbildung gefunden wurde, der gréBte 
leil des Adeninnucleotids verschwunden ist, und daB in Herzen, die 
17 Stunden lang ermiidungslos geschlagen haben, keine wahrnehmbare 
\bnahme des Adeninnucleotidgehalts stattgefunden hat. Es scheint 
lieses Ergebnis im Sinne der Hypothese von Parnas iiber die Herkunft 
des Muskelammoniaks zu sprechen. 


Die Ammoniakbildung im Herzen des Frosches betrug in den 
Monaten Dezember bis Januar in 24 Stunden 10 bis 19 mg-°%, und 
war an gleichen Herzen in Versuchsperioden von 5, 18 und 5 Stunden 
konstant. Fiir eine siebenstiindige Arbeit ergibe sich eine Ammoniak- 
bildung von 7 bis 12 mg-%, und dies wiirde dem Verschwinden von 
35 bis 60 mg-°%, Adeninnucleotid-N entsprechen, also 1'/,- bis 2mal 
soviel als iberhaupt im Herzen vorhanden ist, wihrend in Wirklichkeit 
keine merkliche Abnahme zu beobachten ist. Was die mégliche Quelle 
des Ammoniaks betrifft, so ergibt sich aus der Arbeit von Clark, Gaddie 
und Stewart eine Steigerung der Ammoniakbildung durch Zusatz von 
\minoséiuren; im Sinne der Vermutung von Parnas, daB dieses 
\mmoniak mittelbar aus Aminosdéurederivaten (EiweiB) stammt. 


Zu einem merkwirdigen Ergebnis fiihrten Versuche, in welchen 
wir das Schicksal von Adeninnucleotid untersucht haben, das zum 
Herzen zugesetzt worden ist. Wir haben friiher beschrieben, dah ein 
Froschherz, welches durch eine sehr grobe Menge Adeninnucleotid zum 
Stillstand gebracht worden ist, seine Tatigkeit nach einer langeren 
Unterbrechung wieder aufnimmt, da es wieder normal funktionieren 
kann, ohne daf zunadchst im zugesetzten Adeninnucleotid eine Ver- 
inderung stattgefunden hatte; dies geht daraus hervor, daB der fliissige 
Inhalt, in einem anderen oder auch demselben Herzen (nach Aus- 
spilung) einen Stillstand, dem urspriingiichen Gehalt entsprechend, 
hervorrufen kann. La®t man das Herz aber nach Wiedererlangung der 
Tatigkeit mit seinem Inhalt durch 15 Stunden weiterschlagen und priift 
seinen Inhalt auf den Adeninnucleotidgehalt an einem anderen Herzen, 
so ergibt die Untersuchung, daB das Nucleotid verschwunden ist; 
das Testherz wird nicht zum Stillstand gebracht, und das Versuchsherz 
selber bleibt jetzt nach Zusatz von ein Zehntel derjenigen Menge 
stehen, deren Wirkung es friiher tiberstanden hatte. Wir haben die 
Frage nach dem Schicksal des zugesetzten Adeninnucleotids aus 
Muskeln mit der neuen Methode quantitativ untersucht; Tabelle II] 
gibt das Resultat. 

Es ergibt sich aus diesen Versuchen, daB die iiberlebenden schia- 
genden Froschherzen ihren Gehalt an Nucleotid konstant gehalten, 
aber das zugesetzte Nucleotid quantitativ beseitigt haben. 
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Tabelle Ill. 
Das Verhalten des Adeninnucleotids, welches in gréBeren Mengen schlagenden 
Froschherzen zugesetzt wurde. (Die Froschherzen lieB man hierauf durch 
20 Stunden bei einer Temperatur von 15°C schlagen.) 





I I] Il 
muitaches ° D me. er Die jh tk 
— Tn. ie Summe - aiger nge des 
Gew icht Anfangs- a des eigenen Arbeit des zerlegte —— * 
Protokoll des gehalt des erg und Herzens Adenin- nneleotide 
Herzens Herzens nucleotid zugesetzten tatsichlich nucleotid- auf mg-< 
an Adenin- Adenin- gefundene menge — Jenin-N 
nucleotid nucleotids Adenin- in g F ores ; 
in 4 im Herzen nucleotid- (Differenz nasadiicadl 
(10-6 g) menge zwischen | #erechnet 
Nr. mg , , 1 und Il) 
29 (I) 118 161 200 361 156 205 26 
29 (Il) 94 128 200 328 94 234 20 
29 (IIL) 162 221 200 421 188 233 23 
* Aus dem mittleren a-Wert der vorigen Tabelle durch Multiplikation mit dem Faktor 5 
Adeninnucleotid : Adenin-N 5:1) berechnet. 


Zusammenfassung. 


1. Im unter giinstigen Bedingungen tiberlebenden Froschherzen ist 
die Ammoniakbildung mit keiner Abnahme des Adeninnucleotids 
verbunden. 

2. Dies wird auf Grund der Hypothese gedeutet, welche annimmt, 
da8 wahrend der Erholungsvorginge das Adeninnucleotid ohne Ver- 
wertung des abgespaltenen Ammoniaks aus seinem Desaminierungs- 
produkt oxydativ wieder aufgebaut wird. 

3. Wenn Adeninnucleotid zum schlagenden Herzen zugesetzt wird, 
so wird der Uberschu8 dieses Stoffes iiber den eigenen Gehalt des 
Gewebes zerstért. 

Literatur. 

1) Erste Mitteilung: P. Ostern, diese Zeitschr. 228, 401, 1930; zweite 

Mitteilung: J. K. Parnas u. P.Ostern, ebendaselbst 234, 307, 1931. 
2) P. Ostern u. J. K. Parnas, ebendaselbst 248, 389, 1932. 3) A. J. Clark, 
R. Gaddie, C. P. Stewart, J. of Physiol. 72, 443, 1931. 4) J. K. Parnas, 
diese Zeitschr. 206, 16, 1929; Le metabolisme du muscle en activité, Société 
de Biologie, Réunion pléniere, 1929. 
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Uber das Vorkommen von Monomethylamin im Harn. 


Von 
Regine Kapeller-Adler und Kuni Toda. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 24. Mdrz 1932.) 


In einer der vorhergehenden Mitteilungen! konnten wir iiber das 
Vorkommen von Monomethylamin im normalen Harn von Menschen, 
Hunden und Katzen berichten und die diesbeziiglichen Mengenverhalt- 
nisse festlegen. Die Frage nach dem Ursprung des im Harn auftretenden 
Methylamins hat eine Fille von Gesichtspunkten eréffnet und bildete 
den Ausgangspunkt vorliegender Untersuchungen. 


I, 

Zur Beleuchtung dieser Frage erschien es zuerst von Bedeutung, 
festzustellen, ob die BildungsgréBe des Methylamins im Harn von der 
Natur der zugefiihrten Nahrung abhingig sei. Zu diesem Zwecke wurde 
folgende Versuchsreihe an einem Hunde ausgefthrt: 

Zunachst wurde dem Tier 2 Tage lang gewoéhnliche gemischte Kost 
verabreicht. an den folgenden 2 Tagen wurde der Hund vollkommen fleisch- 
los gefiittert, an weiteren 2 Tagen bekam er eine sehr fleichreiche Kost, 
um an den letzten 2 Versuchstagen wieder normal (gemischte Kost) ernahrt 
zu werden. Die jeweilige zweitagige Harnmenge des Hundes, welcher sich 


Tabelle I. 
Hund. 





Tagesharn enthalt in g 





Gemischte Kost 


Gesamt-N 


6,0887) 


6.0435} 6,0661 


Methylamin 


0,0352) 


n 229 
0.0372} 0:0862 


Fleischfreie Kost 2.7596) annuc 0.0149) - 
2'7896| 24746 O'O118} 020138 
Fleischreiche Kost . 4.0601) ~~ 0.05621 - 
4.0743 4,0672 0.0676 | 0,0619 
Gemischte Kost 38,5046 | ¢ ar 0,0371) O25 
3,4944| 4995 0.0338} 9:0354 


1 Kapeller-Adler u. Krael, 


Biochemische Zeitschrift Band 248. 


diese Zeitschr. 


o- 


85, 398, 


1931. 
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in einem Stoffwechselkafig befand, wurde in einem mit verdiinnter Salz- 
siure versehenen GefaB gesammelt und auf einen Gehalt an Methylamin 
gepriift. Beziiglich der Methodik sei erwaihnt, daB wir uns im Rahmen 
vorliegender Arbeit durchgehend derselben Arbeitsweise bedienten, wie 
wir sie in unseren friiheren Arbeiten! beschrieben haben. Wir kommen im 
experimentellen Teil auf dieselbe noch kurz zu sprechen. 

Dieser Versuch lieferte die in Tabelle I wiedergegebenen Ergebnisse. 

3ei gemischter Kost betrug der Methylamingehalt des Hundeharns 
etwa 36mg pro Tagesmenge (Normalwert). Bei fleischfreier Ernahrung 
sank dieser Wert auf 13 mg, bei fleischreicher Kost hingegen erfuhr et 
eine Steigerung fast auf das Doppelte (62 mg in der Tagesmenge). 

Aus dieser Tabelle geht nun hervor, daB das im Harn auftretende 
Methylamin teils endogenen, teils exogenen Ursprungs ist, und dal 
reichliche Fleischnahrung eine betrdchtliche Steigerung der Methylamin- 
ausscheidung zur Folge hat. Es miissen also im Fleisch ein oder mehiere 
Stoffe enthalten sein, welche fiir das Auftreten des Methylamins im 
Harn maBgebend sind. 

Unter diesem Gesichtspunkt wurden nun weitere Fiitterungs- 
versuche an demselben Hunde unternommen, und zwar wurden fiir die 


Tabelle 11. 
Hund. 





Tagesharn enthalt in g 
Verfiitterte Substanz 
Gesamt-N Methylamin 


| 7,2161) 0.0321) 


: ischte Kos » J bs 7.200 0276 
Gemischte Kost ohne Zusatz 71842 7,2001 0,0232| 0,0276 
Gemischte Kost und 2g Methylamin- | 4,2470 0.0523 | 0.0538 
~ yw 6 O90 

chlorhydrat | 4.2470 0.0553 | 

2.4220) 0.0299 
aed i ale 4] ? | 2,4220) 9 aac 0299 | 9eR 
Gemischte Kost und 1g Glykokoll | 24178] 2.4199 00274 0,0286 
J ‘ . ; { 8.0178) . 0.0889) - 

> shte , res } 4 8.0252 ’ “lo 08 

Gemischte Kost und 1g Kreatin 89326, %02 2 0.0806; ° 47 


7,7950) 
|. 7,9000 


10,0808) 
| 10,0952} 


4.5682) 


0.1063) 
0.1120] 


0,1734 
0,1727 | 


0.1208) 


Gemischte Kost und 1g Kreatin 7,8475 0,1096 


Gemischte Kost und 1g Kreatin 10,0880 0.1730 


Gemischte Kost und 1g Kreatinin 1 45192] 4.5437 0'1079| 0.1143 

Gemischte Kost und 9,5g Argimin- { — 2,2666) 9 9909 90,0256) 9 poe 
carbonat i 21%" 0,0264| ~~ 

Gemischte Kost und 1 g Betainechlor- | 9.9197) ia 0,1271) ann 

0 5s e201 UALS‘ 

hydrat 1) 10,1122) 199159 91 33gj 9.185 

Fleischfreie Kost und 3g Betainchlor- { 3.2816 0.0992 | 0.9957 

hydrat | 38,2816 0,1013) ~*~" 


! Diese Zeitschr. 221, 437, 1930; 224, 364, 1930; 235, 394. 1931. 
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Verfiitterung vor allem biologisch wichtige Stoffe, welche entweder 
eine Methylamingruppe in ihrem Moleki] praformiert enthielten oder 
zur Bildung derselben Veranlassung geben konnten, in Betracht ge- 
zogen. Als solche wurden Kreatin, Kreatinin, Glykokoll, Betain und 
irginin gewahlt. Diese Versuche wurden so ausgefiihrt, dab dem Hunde 
die erwihnten Substanzen in fester Form durch Hineinmengen in die 
gewohnliche gemischte Kost verabreicht wurden. 

Wir erhielten hierbei die in Tabelle I] wiedergegebenen Resultate. 

Die Verfiitterung von 2g Methylaminchlorhydrat entsprechend 
0.9185 g Methylamin hatte wohl eine Erhéhung des ausgeschiedenen 
Methylamins auf fast das Doppelte zur Folge, diese Mehrausscheidung 
steht jedoch in keinem Verhaltnis zur Menge des verfiitterten Methyl- 
amins. Offenbar wird peroral zugefiihrtes Methylamin im Stoffwechsel 
zerstért, worauf wir schon einmal hinzuweisen Gelegenheit hatten'. 

Die Darreichung von Glykokoll iibte aut die Ausscheidung von 
Methylamin keinerlei EinfluB aus. Bei diesem Versuch wurde ein 
Normalwert (28 mg in der Tagesmenge) erhalten. 

Dagegen stieg der Methylamingehalt des Harns nach Verabreichung 
von Kreatin und Kreatinin auf das Drei- bis Sechsfache der Norm an. 

Dieses Ergebis erschien uns von um so gréBerem Interesse, als wir 
doch auf Grund theoretischer Uberlegungen und im Einklang mit dem 
bei der Verfiitterung von viel Fleisch im Hundeversuch erhaltenen 
Resultat (Tabelle I) geneigt waren anzunehmen, daB das im Muskel 
vorhandene Kreatin vor allem als Methylaminbildner in Betracht 
kime. Das Methylamin kénnte leicht durch Desaminierung aus dem 
Kreatin hervorgehen. 

Der biologische Abbau des Kreatins kénnte nach folgenden zwei 


tichtungen vor sich gehen: 


NH, + H NH—CO 
a) CNH OH NH; + C—O +H, 0 
\n—cH,cooH N CH, 
CHg CH, 
NHH NH—CO 
h) C=—NH tO CH; NH, + C—0 + H,O 
N —CH, COOH NH—CH 
CH, Hy 


' Diese Zeitschr. 235, 397, 1931. 





406 R. Kapeller-Adler u. K. Toda: 


Durch einen hydrolytischen ProzeB wiirden entsprechend den 
ersten Reaktionsschema aus dem Kreatin Methylhydantoin und 
Ammoniak entstehen. Fiir diese Art biologischer Reaktionen hat vo 
kurzem /, Linneweh! den Namen Guanidodesimidasereaktion vor 
geschlagen. Ubrigens geht Kreatinin durch Saprophyteneinwirkung 
tatsichlich in Methylhydantoin itiber?. Nach der zweiten Reaktions- 
gleichung wiirden aus dem Kreatin Hydantoin und Methylamin hervor- 
gehen (Arginasereaktion). 

Bei der Verfiitterung von Arginin erhielten wir trotz gegenteilige: 
Erwartungen einen Normalwert. Das Arginin tibte also keinen Einflub 
auf die BildungsgréBe des Methylamins aus. Ubrigens soll peroral 
verabfolgtes Arginin, obwohl es vielfach fiir einen Kreatinbildne: 
gehalten wird, auch keine Kreatinbildung nach sich ziehen®. 

Auffallend waren die bei der Verfiitterung von Betain erzielten 
Ergebnisse. Die Darreichung von 1 g Betainchlorhydrat bei gemischter 
Kost hatte eine Ausscheidung von 130 mg in der Tagesmenge (mehr als 
das Vierfache der Norm) zur Folge. Bei der Zufuhr von 3g Betain- 
chlorhydrat bei fleischfreier Ernihrung wurde ein Methylaminwert 
von 96 mg in der Tagesmenge (das Dreifache der Norm) beobachtet 
Wenn also auch die Ausscheidungsgr6éBe des Methylamins der ver- 
fiitterten Menge Betains nicht parallel zu gehen scheint, so verursacht 
das Betain doch eine starke Erhéhung des Methylamingehalts gegen- 
iiber der Norm. 

An dieser Stelle soll auf eine eigenartige Hypothese von Riesser* hin- 
gewiesen werden. Der Autor stellt sich, gestiitzt auf die Beobachtung, daB 
das Cholin im Organismus einer Entmethylierung anheimfalle, vor, dai 
auch das Betain partiell entmethyliert werde und in Kreatin bzw. Kreatinin 
iibergehe. Die zur Stiitze dieser Annahme von ihm angestellten Tier 
experimente sprechen in der Tat fiir das Bestehen derartiger Beziehungen 

Da wir nun nach Verfiitterung von Betain eine deutliche Vermehrung 
der Methylaminausscheidung im Harn feststellen konnten, scheinen unsere 
diesbeziiglichen Ergebnisse fiir die Méglichkeit der Annahme von Piesse? 
zu sprechen, daB das Betain teilweise zu Kreatin entmethyliert werde 
Dieses Kreatin wird dann wahrscheinlich seinerseits partiell zu Methylamin 
umgewandelt, das zur Ausscheidung gelangt. 

If. 

Hatten wir nun einmal auf Grund unserer Fiitterungsversuche 
festgestellt, daB zwischen dem Kreatin bzw. Kreatinin einerseits und 
dem Methylamin andererseits Beziehungen bestehen, so gingen wit 


' Zeitschr. f. phys. Chem. 205, 126, 1932. 
2 D. Ackermann, Zeitschr. f. Biol. 62, 208; 68, 78, 1913; F. Linnewe/. 
ehendaselbst 90, 109. 1930. 

3 Grant, Christman u. Lewis, Proc. Soc. exper. Biol. Med. 27, 231, 1929; 
Hyde u. Rose, J. of biol. Chem. 84, 535, 1929. 

' Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 415, 1913. 
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an das Studium der Frage heran, wie es sich mit der Methylaminaus- 
scheidung in Fallen, sei es physiologischer, sei es pathologischer Krea- 
tinurie verhalte. 

Kreatin kommt normalerweise im Harn nicht vor. Dennoch wird die 
Kreatinurve bei Kinde rv bis Zum 15. Lebensjahre als ph ysiologisch auf 
gefaBt!. Ferner wurde eine Kreatinausscheidung im Harn gravider Frauen? 
und im Harn von Frauen post partum*® beobachtet. Kreatinurie zeigt sich 
weiter bei den verschiedenartigsten Stérungen der Kohlenh ydratverbrennungen 
und bei vielen Krankheiten, welche mit einem intensiven Zerjall der Kérper- 
zellen einhergehen, so z. B. bei akutem Fieber*. SchlieBlich sei noch erwaihnt, 
daB wiederholt auf einen Zusammenhang zwischen der Ausscheidungs- 
grOBe des Kreatins und der Intensitdt des Stoffwechsels® in den Zellen, 
namentlich des Muskelgewebes hingewiesen worden ist. In der jiingsten 
Zeit konnte Loevy® bei der Untersuchung des Harns von Skilaéufern fest- 
stellen, daB nach einem Wettlauf das Kreatinin-N vermehrt erscheint. 
Kacl’, welcher den Einflu8 der Muskelarbeit auf den Kreatin- und Kreatinin- 
gehalt im Blute normaler Menschen studiert hat, kommt auch zum Ergebnis, 
daB Muskelanstrengung die Kreatin- und Kreatininwerte im Blute be- 
einfluBt, und zwar soll bei sporttreibenden Personen dieser EinfluB kleiner 
sein als bei den iibrigen. 

Im Zusammenhang mit diesen Literaturangaben beziiglich einer 
unter normalen oder pathologischen Verhaltnissen beobachteten 
Kreatinurie haben wir Ainderharne, weiter normale und pathclogische 
Harne von Mdnnern und Frauen in den Kreis unserer Untersuchung 
einbezogen. 

Wir miissen vorausschicken, dais die Ergebnisse der Untersuchung 
von Kinderharnen nicht verwertet werden konnten, da Tagesmengen 
nicht zu erhalten waren. Wir haben deswegen auf die Aufnahme der 
diesbeziiglichen Zahlen in die nachfolgende Tabelle verzichtet. 

Bei der Untersuchung der iibrigen Harne gelangten wir zu den 
in Tabelle III wiedergegebenen Resultaten. 

s . . . . 

Uberblickt man dieses Zahlenmaterial, so kommt man zu folgendem 
Ergebnis: Der Methylamingehalt eines normalen Mdnnerharns betrug 
S82 mg, eines anderen 78mg in der Tagesmenge. Der Methylaminwert 
eines normalen Frauenharns belief sich auf 109 mg, eines anderen auf 

> ; , . ‘ an 
146 mg in der Tagesmenge. Die untersuchten Frauenharne enthielten 

1 Vgl. Literaturangaben bei Guggenheim, Die biogenen Amine, 2. Aufl., 
S. 164. 

2 Honda, Ber. Physiol. 20, 464, 1923; 32, 598, 1925; Krause u. Cramer, 
J. of Physiol. 40, 61, 1910. 

3 Shaffer, Amer. J. of Physiol. 23, 1, 1908. 

§ Derselbe, |. c. 

5 Campbell u. Webster, Biochem. J. 16, 106, 1922; Palmieri, Policl. 
sez. med. 82, 356, 1925; Carpentier, Bull. soe. Chim. Biol. 9, 1085, 1927; 
Hodgson u. Lewis, Amer. J. of Physiol. 87, 288, 1928. 

6 Loevy, Ronas Ber. 62, 573, 1931. 

Diese Zeitschr. 245, 452, 1932. 
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Harne von 
Normal 


Normal 

Diabetiker 
Diabetiker 
Diabetiker 


Nach koérperlicher Anstrengung . 


Tagesmenge i 


Gesamt-N 


lannern. 


8.5120) 
8.5680 | 
5,3986 | 
5.3687 | 
5,5656 
5.5656 
2.8980 
2.8980 
9.6796 
9.6796 


Indikanreicher Harn . 7,4424 | 

7.4340 | 

Harne von Frauen. 

Normal 9,7140 

9,7140 

Normal 9,2058 

9,2058 

Diabetiker 5.3986 

5.3986 

Fieber 7,0266 | 

7,0579 | 

Schwangerenham ......... ..j| 11,1854 
11,1854 

,Schwangerenharn ......... ./| 11,6953) 
11,7256} 

Wochnerinnenharn .......... 10,6718) 


1 


also mehr Methylamin als die Mdnne 


0.7013) 


rharne. 


Feststellung sei einer Arbeit von Langhlin 


Frauen berichten. 


normalen Mannerharnen gefundene vermehrte Methylaminausscheidung 
steht méglicherweise in Zusammenhang mit der von den obenerwahnten 


Autoren gemachten Beobachtung. 
Die Untersuchung eines 


stark erhéhte Methylaminwerte lieferte. 


1924. 


1 J. of biol. Chem. 58, 285, 


weiblichen 


8.5409 


5.3836 


7,4382 


11,7104 


10,6865 


Im Hinblick auf diese 
und Blunt! gedacht, in 
welcher die Autoren vqn einer Kreatinausscheidung im Tagharn von 
Die von uns in normalen Frauenharnen gegeniiber 


Methylamin 


0,0807 | 
0.0846 | 
0,0781) 
0.0787 | 
0,1392) 
0.1498 | 
0.1192) 
0.1058 | 


0.0826 


0.0784 


0.1445 


0,1125 
0,1225) 
0,1336| 


0,1897) 
0.2004 | 
0,1367) 
0,1364 


0,1280 
0,1950 


0.1365 


0.1444) 
0.1475} 
0.1032) 
0.1152] 


0.0952) 
0.1009 | 0.0981 


0,1459 


0.1092 


0,0811) 
0,0821 | 
0.2345) 
0.2394 | 
CC - — 

0/2432) 9.2529 
0.3070) 
0.3104 | 


0.0816 


0.2369 


0.3087 


Diabetesharns ergab einen 
Normalwert, waihrend diejenige vom Harn eines mannlichen Diabetikers 
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Auf den aus der Literatur her bekannten Zusammenhang zwischen 
Kohlenhydratstoffwechsel und Kreatinurie wurde bereits oben hin- 
gewiesen. Das Erscheinen des Kreatins im Harn wird vielfach als 
Indikator fir gest6rten oder fehlenden Kohlenhydratumsatz aufgefaBt. 
Demgegeniiber behauptet Wol/f!, daB Stérungen im Kohlenhydrat- 
stoffwechsel allein nicht geniigen, um Kreatin im Harn auftreten zu 
lassen, daB vielmehr noch andere Prozesse hierbei eine Rolle spielen 
mussen. 

In diesem Lichte glauben wir auch die aus unseren Untersuchungen 
resultierende Beobachtung, daB ein weiblicher Diabetikerharn keine 
stirkere Methylaminausscheidung, der Harn eines mannlichen Diabe- 
tikers eine nicht unerhebliche Vermehrung gegeniiber der Norm auf- 
wiesen, beurteilen zu miissen. 

Der von uns untersuchte weibliche Fieberharn zeigte auffallender- 
weise einen viel tieferen Methylaminwert, als er der Norm entspricht. 
Wir haben hier ebenfalls entsprechend den obenerwahnten, die Krea- 
tinurie betreffenden Literaturangaben einen in bezug auf die Norm er- 
héhten Wert erwartet. Allerdings behauptet Meyer?, dab weder Kachexie 
noch Fieber als solches eine Kreatinausscheidung bewirken, wohl aber 
gewisse Arten der Infektion. 

Bei der Untersuchung eines .mdnnlichen Harns nach kérperlicher 
Anstrengung (Harn eines Skilaufers nach anstrengender Tour) konnten 
wir eine Erhéhung der Methylaminausscheidung auf das 2'),fache der 
Norm feststellen. In diesem Falle war ein Zusammenhang zwischen 
Kreatinurie und erhéhter Methylaminausscheidung deutlich ersichtlich. 

Ein solcher Zusammenhang ergab sich auch einwandfrei bei der 
Verarbeitung der Harne von zwei graviden Frauen und einer Wéchnerin. 
Die Graviden-Harne wiesen eine Erhéhung des Methylamingehalts auf 
das Doppelte, der Wéchnerinnenharn eine solche auf das 2'/,fache der 
Norm auf. 

SchlieBlich sei noch das Ergebnis der Untersuchung eines sehr 
indikanreichen mdnnlichen Harns erwaihnt, welche Untersuchung wir 
im Hinblick auf die Frage beziiglich der BeeinfluBbarkeit der Methyl- 
aminausscheidung durch bestehende Darmfaulnis unternahmen. Der 
erhaltene Methylaminwert war etwa um das I'/,fache gegeniiber dem 
Normalwert gesteigert. Bei bestehender Indikanurie diirfte das Methyl- 
amin seine Entstehung zum Teil der bakteriellen Zersetzung von EiweiB- 
abbauprodukten verdanken. 

Es ist bekannt*, daB toxische Phosphorgaben eine starke Erhdhung 
des Kreatingehalts der Muskeln herbeifiihren, wobei gleichzeitig Kreatin 


1 J. of biol. Chem. 10. 473, 1911. 
2 Deutsch. Arch. f. klin. Med. 184, 219, 1921. 


2 


Palladin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 136, 45, 1923; 179, 9, 1928 
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und gréBere Mengen Kreatinin im Harn erscheinen. Durch kleine 
Phosphordosen soll keine entsprechende Wirkung ausgelést werde 

Wir haben hinsichtlich dieser Feststellung einem Hunde, dess« 
normalen Methylaminausscheidungswert wir zunachst bestimmt hatte: 
einige Tage hindurch bei gew6éhnlicher gemischter Kost 0,5 mg Phosphor 
in Ol gelést pro Tag und Kilogramm Ko6rpergewicht subcutan vei 
abreicht und den Harn in bezug auf seinen Methylamingehalt untersucht 
Die hierbei erhaltenen Werte geben wir im folgenden wieder: 


Tabelle IV. 








Hund. 
Tagesmenge enthalt in g 
~~ Gesamt-N a a Methylamin- 

. 11,7482) 44 eoar 0,0325) aon 
Normalharn . 1117009} 11,7245 00289} 0,0307 
36-Stundenversuch 16, 7309) 16,7713 0,047 ‘\ 9 9508 

0,5 mg Phosphor 16,8266) 0,0540) 
e —w pro Tag und Kilo- 9.5440) ners 0,0443 | » OAT 
48-Stundenversuch gramm Kérper- 95860} 9,5650 00459) 0451 
gewicht subcutan 6.7370 0.052 
70-Stundenversuch S570} 87470 Pigaan} 0,0547 


Der normale Methylamingehalt im Harn dieses Hundes betrug 
31mg in der Tagesmenge. Nach tdglicher Gabe von 0,5 mg Phosphor 
pro Kilogramm Korpergewicht wurde eine relativ schwache Erhéhung 
der Methylaminausscheidung beobachtet. Diese Phosphorgabe hatte 
also auf die BildungsgréBe des Methylamins im Harn keinen sonderlich 
groBen Einflub. 

Bei Betrachtung samtlicher im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen 
Gesamtstickstoftwerte und der dazugehérigen Methylaminzahlen ergibt es 
sich, daB nirgends ein Abhdngigkeitsverhdltnis des Methylamins vom 
Gesamtstickstoff festzustellen ist. 

Uberblicken wir nun die Ergebnisse des gesamten Untersuchungs- 
materials, so gelangen wir zur Annahme, daB im groBen und ganzen 
zwischen dem Kreatinstoffwechsel und dem Auftreten des Methylamins 
im Harn nahe Beziehungen zu bestehen scheinen, und zwar diirfte das 
Methylamin ein Umwandlungsprodukt des Kreatins darstellen. 

Hierbei sei einer Arbeit von Benedikt und Osterberg'! Erwahnung 
getan, in welcher die Verfasser mit Riicksicht auf ihre Kreatinfiitterungs- 
versuche an Hunden ihrer Uberzeugung Ausdruck geben, daB das 
Kreatinin nicht das einzige Ausscheidungsprodukt des Kreatins sei. 


1 J. of biol. Chem. 56, 229, 1923. 
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Den Ergebnissen vorliegender Arbeit zufolge kénnen wir die An- 
gaben genannter Autoren insofern erganzen, als wir glauben, im Methiyl- 
amin ein weiteres Abbauprodukt des Kreatins gefunden zu haben. 


Analytische Belege. 
Nachweis und Bestimmung des Methylamins. 


Der Harn wurde jeweils in einem mit verdiinnter Salzsdéure beschickten 
GefaB aufgefangen und auf ein bestimmtes kleines Volumen eingeengt 
(meist 100cem). Ein aliquoter Teil dieser stark eingeengten F liissigkeit 
wurde einer Durchliiftung nach Folin' in der Kalte unterworfen. Die 
iibergehenden Basen wurden in doppelt-normaler Salzsaiure aufgefangen, 
das Destillat zur Trockne gebracht und der Riickstand durch neuerliche 
Destillation mit Natronlauge gereinigt. Die erhaltenen Chlorhydrate 
wurden zwecks Entfernung eventuell vorhandenen Trimethylaminchlor- 
hydrats mit Chloroform extrahiert und der chloroformunlésliche Anteil, 
der ein Gemenge von Salmiak und Methylaminchlorhydrat darstellt, 
weiter verarbeitet. 

Zum qualitativen Nachweis des Methylamins bedienten wir uns der 
Reaktion nach Tsalapatani?. 

Zur quantitativen Bestimmung des Methylamins wurden Mikro- 
methylimidbestimmungen nach Pregl, modifiziert nach Friedrich®, in ali- 
quoten Teilen des Gemenges von Salmiak und Methylaminchlorhydrat 
ausgefiihrt und aus den erhaltenen Werten der Methylamingehalt ermittelt. 

Uberdies wurde in jedem Harn der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl 
mikroanalytisch bestimmt. 


I. Fiitterungsversuch am Hunde, 
1. Normalharn (nach Mischfutter ). 


Der 48-Stundenharn wird bei salzsaurer Reaktion auf 100 ccm kon- 
zentriert. 
Gesamtstickstoffbestimmung. 


a) 0,5cem des konzentrierten Harns wurden kjeldahlisiert ; 43,17 cem 
n/10 Séure wurden verbraucht. Gesamt-N in der Tagesmenge betragt 
6,0435 g. 

b) 0,5cem konzentrierter Harn; 43,49 ccm n/10 Saéure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betragt 6.0887 gc. 


Bestimmung des Methylamins. 


50 cem des konzentrierten Harns entsprechend der Tagesmenge wurden 
NH, Cl 


nach Folin durchliiftet. Es wurden erhalten 1,1467 g CH, NELHC 


in det 


Tagesmenge. 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 161, 1902/03. 

2 Bull. soc. Steinte din Bucaresci 16, 67, 1907. 

> Vgl. diese Zeitschr. 221, 445, 1930; Quant. organ. Mikroanal., 3. Aufl.. 
1930, S. 215. 
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Methylimidanalysen. 
a) 22, 
lieferten 5 
b) 21,925 mg desselben Gemenges lieferten 5,390 mg AgJ. Darau 
folgen 0,0372 g CH; NH, fiir die Tagesmenge. 
Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,0362 gq CH,N Hg. 


2.375 mg des Gemenges von Salmiak und Methylaminchlorhydrat 
5,200 mg Ag J. Daraus folgen 0.0352 g CH, N H, fiir die Tagesmeng: 
l, 


2. Hundeharn nach fleischfreier Erndhrung. 


Der Hund erhielt taglich 1'/, Liter Milch, Reis und Gemiise. Der 
48-Stundenharn wurde bei salzsaurer Reaktion auf 100ccm eingeengt 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0.5cem konzentrierter Harn: 19,71 cem n/10 Saéure. Gesamt-N 
in der Tagesmenge betrigt 2,7596 g. 
b) 0,5ceem konzentrierter Harn, 19,92 cem n/10 Saéure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betraigt 2.7896 g. 


Methylaminbestimmung. 
50cem konzentrierter Harn durchliiftet. 0.7588 ¢ {N H, Cl 
|\CH,NH,HC! 
wurden fiir die Tagesmenge erhalten. 

a) 32,627 mg dieses Gemenges lieferten 4,846 mg AgJ. Daraus folgen 
0,0149 g CH,;NH, fiir die Tagesmenge. 

b) 30,370 mg desselben Gemenges lieferten 3,557mg AgJ. Daraus 
folgen 0,0118 ¢ CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Die Tagesmenge enthdlt 0,0133q CH,N Rg. 


3. Hundeharn nach fleischreicher Kost (1 kg Fleisch pro Tag). 

Der 48-Stundenharn wurde bei salzsaurer Reaktion auf 100 ccm 

eingeengt. 
Gesamt-N-Bestimmung. 

a) 0,46cem konzentrierter Harn; 29,00cem n/10 Saéure. Gesamt-N 
in der Tagesmenge 4,0601 g. 

b) 0,5cem konzentrierter Harn; 29,10 cem n/10 Saéure: Gesamt-N in 
der Tagesmenge 4,0743 g. 


Methylaminbestimmung. 
50 cem des konzentrierten Harns durchliiftet. 1,168 g | NH,CI 
|\CH,NH,HC! 

fiir die Tagesmenge erhalten. 

a) 20,685 mg dieses Gemenges lieferten 7,518 mg AgJ. Daraus folgen 
0.0562 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

b) 18.275 mg desselben Gemenges; 8,003 mg AgJ. Daraus folgen 
0,0676 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Die Tagesmenge enthdlt 0,0619g CH,N Hg. 


4. Normalharn desselben Hundes (gemischte Kest). 


Der 72-Stundenharn wurde auf 100 ccm eingeengt. 
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Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn; 37.55cem n/10 Saure. Gesamt-N 
in der Tagesmenge: 3,5046 g. 
b) 0,5cem konzentrierter Harn; 37,44ccm n/10 Saure. Gesamt-N 
in der Tagesmenge betragt 3.4944 g. 


Methylaminbestimmung. 

(NH,C! 
\CH,NH,HC! 
wurden erhalten, daraus folgen 1,0623 g in der Tagesmenge. 


50 cem des konzentrierten Harns durchliiftet. 1.5935 g 


a) 24,309 mg dieses Gemenges lieferten 5,861 mg AgJ. Daraus er- 
geben sich 0,0338 g CH,Nh, fiir die Tagesmenge. 

b) 22,565 mg desselben Gemenges. 5,974mg AgJ. Daraus folgen 
0.0371 g CH,NH, fii die Tagesmenge. 

Mittelwert: Der Tagesharn enthalt 0,0354 q CH,N Hg. 


Il. Fiitterungsversuche mit biologisch wichtigen Stoffen an demselben Hunde. 


1. Normalharn (qemischte Kost). 


Der 24 Stundenharn wurde auf 100 ccm konzentriert. 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5ceem konzentrierter Harn; 25,65cecm n/10 Saéure. Gesamt-N 
im Tagesharn betraigt 7,1842 g. 
b) 0,5cem konzentrierter Harn: 25,77ccm n/10 Saéure. Gesamt-N 
im Tagesharn betragt 7.2161 g. 


Methylaminbestimmung. 

48,5cem des konzentrierten Harns durchliiftet. Es wurden 0.8440 g 
(NH,Cl 
\CH,NH,HCl 

a) 21,725 mg dieses Gemenges; 3.030 mg AgJ. Der Tagesharn enthalt 
0.0321 g CH,NHg. 

b) 21,115 mg desselben Gemenges; 2.125mg AgJ. Der Tagesharn 
enthalt 0,0232 g CH,N Hg. 

Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0.0276 gq CH,N Hg. 


erhalten, entsprechend 1,740 g im Tagesharn. 


2. Verfiitterung von Monomethylaminchlorh ydrat. 
2g Monomethylaminchlorhydrat, entsprechend 0,9185g CH,NH, 
wurden mit dem gewohnlichen Futter innig vermengt. Der 24-Stundenharn 
wurde auf 100 ccm eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0.5ceem des konzentrierten Harns; 15.16 ccm n/10 Saure. Gesamt-N 
in der Tagesmenge betrug 4,2470 g. 
b) 0.5eem Harn: 15,16cem n/10 Saure. Der Tagesharn enthalt 
4.2470 ¢ Gesamt-N. 
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Methylaminbestimmung. 


50ceem des konzentrierten Harns durchliiftet; es wurden erhalt: 
{NH,Cl 
\CH,NH,HCIl, 

a) 23,390 mg dieses Gemenges lieferten 6,140 mg AgJ. Der Tagesha: 
enthalt 0,0523 g CH,N Hg. 

b) 23,770 mg desselben Gemenges; 6,590mg AgJ. Der Tagesha: 
enthalt 0.0553 g CH,NHy,. 

Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,0538qg CH,N Hg. 


0.7545 g das sind 1,5090 g in der Tagesmenge. 


> 


3. Vertiitte rung von Glykokoll, 


1 g Glykokoll wurde verfiittert, der 48-Stundenharn wurde auf 100 cc1 
konzentriert. 
Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn; 17,30cem n/10 Saéure. Gesamt-N 
im Tagesharn betragt 2.4220 g. 
b) 0,5eem konzentrierter Harn; 17,27 ccm n/10 Saéure. Gesamt-N 
im Tagesharn betragt 2,4178 g. 


Methylaminbestimmung. 
2 . i nen. [eee 
50 cem des konzentrierten Harns durchliiftet. 0,5908 g iCH,NH,HC! 
fir die Tagesmenge erhalten. 

a) 18,605 mg dieses Gemenges lieferten 7,110 mg AgJ. Daraus folgen 
0.0299 g CH,;NH, in der Tagesmenge. 

b) 17,437 mg desselben Gemenges; 6,111 mg Ag. Daraus folgen 
0,0274 ¢ CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Die Tagesmenge enthdlt 0,0286q CH,N Hg. 


4. Verfiitterung von Kreatin. 


1 g Kreatin wurde bei gemischter Kost verfiittert. Der 48-Stundenharn 
wurde auf 100 ccm eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 

a) 0,5eem konzentrierter Harn; 57,27 cem n/10 Saéure. Gesamt-N 
in der Tagesmenge betragt 8.0178 g. 

b) 0.5cem konzentrierter Harn; 57,37 cem n/10 Saéure. Gesamt-N in 


der Tagesmenge betragt 8,0326 g. 


Methylaminbestimmung. 
, ra = NH,Cl 
50 cem des konzentrierten Harns, durchliiftet. 3,9437 g om ‘NHH | 


wurden fiir die Tagesmenge erhalten. 


a) 24,622 mg dieses Gemenges ergaben 4,199 mg AgJ. Daraus folgen 
0,0889 g CH,;NH, in der Tagesmenge. 

b) 25,206 mg desselben Gemenges. 3,895mg AgJ. Daraus folgen 
0,0806 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Die Tagesmenge enthdlt 0,0847 9 CH,N Hg. 
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Parallelversuch. 
1g Kreatin wurde verfiittert. Der 48-Stundenharn wurde auf 100ccm 
ingeengt. 
Gesamt-N-Bestimmung. 


a) 0,5cem konzentrierter Harn. 55,71 ccm n/10 Saéure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betragt 7,7950 g. 

b) 0,5ecem konzentrierter Harn. 56,43 cem n/10 Saéure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betragt 7.900 g. 


Methylaminbestimmung. 

50cem des konzentrierten Harns wurden durchliiftet, 93,9232 ¢ 
NH,Cl 
|\CH,NH,HCl 

a) 30,290 mg dieses Gemenges lieferten 6,207 mg AgJ. Daraus folgen 
0,1063 g CH,;NH, in der Tagesmenge. 

b) 23,539 mg Substanz. 5.08lmg Ag J. Daraus folgen 0,1120¢ 
CH,N Hg. 

Mittelwert: Die Tagesmenge enthdalt 0,1096g CH,NH, 


wurden fiir die Tagesmenge erhalten. 


Zweiter Parallelversuch. 


lg Kreatin wurde bei Mischkost verfiittert. Der 48-Stundenharn 
wurde auf 100ccem konzentriert. 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn. 72,00 ccm n/10 Saéure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betragt 10,0808 g. 
b) 0.5cem konzentrierter Harn. 72,10 cem n/10 Saéure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betragt 10,0952 g. 


Methylaminbestimmung. 

50cem des konzentrierten Harns wurden durchliiftet. 4.4165¢ 
(|NH,Cl 
\CH,NH,HCI 

a) 22,595 mg dieses Gemenges lieferten 6,710 mg AgJ. - Daraus folgen 
0,1734 ¢ CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

b) 20,560 mg desselben Gemenges lieferten 6,080 mg Ag. Daraus 
folgen 0.1727 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Die Tagesmenge enthalt 0,1730g CH,N Hg. 


wurden fiir die Tagesmenge erhalten. 


5. Verfiitterung von Kreatinin. 


lg Kreatinin wurde bei Mischkost verfiittert. Der 48-Stundenharn 
wurde auf 100 ccm konzentriert. 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5eem konzentrierter Harn. 32.63 cem n/10 Séure. Gesamt-N im 
Tagesharn betrigt 4.5682 g. 
b) 0.5cem konzentrierter Harn. 32,28ccem n/10 Saéaure. Gesamt-N im 
Tagesharn betragt 4,5192 g. 
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Methylaminbestimmung. 


50cem des konzentrierten Harns wurden’ durchliiftet. 1,3283 , 
\NH,Cl 
\CH,NH,HCI 

a) 22,666 mg dieses Gemenges lieferten 15,595 mg AgJ. Daraus folge 
0,1208g¢g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

b) 16,505 mg desselben Gemenges, 10,140 mg AgJ. Daraus folge: 
O,1079 ¢g CH,NH, fiir die Tagesn enge. 

Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,1143g CH,N Hg. 


wurden fiir die Tagesmenge erhalten. 


6. Verfiitterung von Arginincarbonat. 


0.5g Arginincarbonat wurden bei Mischfutter’ verfiittert. Der 
48-Stundenharn wurde auf 100 ccm eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn, 15,71 cem n/10 Saéure. Gesamt-N in 
Tagesharn betragt 2.1994 g. 
b) 0.5cem konzentrierter Harn, 16,19 ccm n/10 Saéure. Gesamt-N im 
Tagesharn betragt 2.2666 ¢ Gesamt-N. 
Methvlaminbestimmung. 


50 eem konzentrierter Harn, durchliiftet. 0,5832 ¢ 


jNH,Cl 
\CH,NH,HCI tin 
die Tagesnmenge erhalten. 

a) 26.446 mg dieses Genenges lieferten 8,805 mg AgJ. Daraus folgen 
0,0256 g CH,NH, fiir die Tagesrrenge. 

b) 38.840 mg desselben Gemenges. 13,342 mg AgJ. Daraus folgen 
0,0264 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,0260q CH,N Hg. 


7. Verfiitterung von Betainchlorhydrat. 


1g Betainchlorhydrat wurde bei gewOohnlicher Ernahrung verfiittert. 
‘Der 48-Stundenharn wurde auf 100 ccm eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 


a) 0,5 ccm des konzentrierten Harns. 70.85 cem n/10 Saéiure. Gesamt-N 
in der Tagesmenge betragt 9.9197 g. 

b) 0,5 cem des konzentrierten Harns, 72,23 cem n/10 Saure. Gesamt-N 
in der Tagesmenge betragt 10,1122 g. 


Methylaminbestimmung. 

50cem des konzentrierten Harns wurden durchliiftet. 4,5388 g 
{(NH,C1 
\CH,NH,HCl 

a) 25,524 mg dieses Gemenges lieferten 5,405mg AgJ. Daraus folgen 
0.1271 g CH, NH, fiir die Tagesmenge. 

b) 25,525 mg desselben Gemenges. 5,695mg AgJ. Daraus folgen 
0,1339 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0.1305 9g CH,N Hg. 


fiir die Tagesmenge erhalten. 
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Parallelversuch. 


3g Betainchlorhydrat wurden bei fleischfreier Kost verfiittert. Der 
{8-Stundenharn wurde auf 100 ccm eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 


a) 0,5 cem des konzentrierten Harns. 23,44 cem n/10 Saure. Gesamt-N 
Tagesharn betragt 3.2816 g. 


b) 0,5cem konzentrierter Harn. 23,44cem n/10 Saure. Gesamt-N 
Tagesharn betragt 3.2816 ¢. 


Methylaminbestimmung. 
)|NH,Cl 
|\CH,NH,HCI 


50cem konzentrierter Harn wurden durchliiftet. 2.0076 ¢ 


wurden fiir die Tagesmenge erhalten. 


a) 21,156 mg dieses Gemenges lieferten 7,190 mg AgJ. Der Tagesharn 
enthalt 0,0902 g CH,N Hg. 
b) 22.190 mg desselben Gemenges. 8.474 mg AgJ Der Tagesharn 


enthalt 0,1013 g CH,N Hg. 


Mittelwert: Der 7 agesharn enthalt 0.0957 q CH.,N H,. 


Ill. Untersuchung von Menschenharnen (Miannerharne). 


1. Normalharn. 


Die Tagesmenge wurde mit verdiinnter Salzsaure versetzt und auf 
lod cem eimgeengt. 


Methylaminbestimmung. 

50 cem des konzentrierten Harns, durchliiftet. 1,5779 g ! NH,‘ i j 
|\CH,NH.HCI 
wurden erhalten, das sind 3.1558 ¢ in der Tagesmenge. 

a) 32,637 mg dieses Gemenges lieferten 6,316 mg AgJ. Daraus folgen 
0.0807 g CH,N Hog. 

b) 28.947 mg desselben Gemenges. 5.843 mg Ag J. Daraus folgen 
0,0846 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,0826g CH.,N H,. 





2. N ormalhar v. 


Die Tagesmenge wurde auf 100 cem bei salzsaurer Reaktion eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmuneg. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn. 30,40cem n/10 Saéure. Gesamt-N 
im Tagesharn betragt 8.5120 g. 
b) 0.5cem konzentrierter Harn. 30,60 cem n/10 Saure. Der Tagesharn 
enthalt 8,5680 g¢ Gesamt-N. 


Methylaminbestimmung. 
50 cem des konzentrierten Harns, durchliiftet. 1.4600 g¢ NH,CI 
CH,NH, HC! 


wurden erhalten, das sind 2,9200 g¢ in der Tagesmenge. 
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a) 25,082 mg dieses Gemenges lieferten 5.073 mg AgJ. Daraus folye: 
0,0781 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

b) 16.449 mg desselben Gemenges, 3,353mg AgJ. Daraus folge: 
0.0787 g CH,NH, in der Tagesmenge. 

Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,0784g CH,N Ag. 


3. Diabetikerharne. 


A. Die Tagesmenge wurde bei salzsaurer Reaktion auf 100 cem ein- 
geengt. 
Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn; 19,17 cem n/10 Saéure. Gesamt-N ir 
Tagesharn betrigt 5,3687 g. 
b) 0,5cem konzentrierter Harn, 19,28 cem n/10 Saéure. Gesamt-N in 
Tagesharn betragt 5.3986 g. 


Methylaminbestimmung. 

50 ecem des konzentrierten Harns, durchliiftet. 2.3420 ¢ |NH iC 
(\CH,NH,HC! 
wurden erhalten, das sind 4,6840 g in der Tagesmenge. 

a) 23,115 mg dieses Gemenges lieferten 5.195 mg AgJ. Daraus folgen 
0.1392 g CH,;NH, fiir die Tagesmenge. 

b) 20,170 mg desselben Gemenges, 4.880 mg Ag. Daraus folge 
0.1498 g¢ CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Der Tagesharn enthalt 0,1445 g CH,N Hg. 


B. Die Tagesmenge von demselben Diabetiker wurde auf 100 cem kon- 
zentriert. 
Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn, 19,87 cem n/10 Saure. Gesamt-N im 
Tagesharn betragt 5.5656 g. 
b) 0,5cem konzentrierter Harn, 19,87 ecm n/10 Saure. Gesamt-N in 
Tagesharn betragt 5.5656 g. 


Methylaminbestimmung. 
50 ccm des konzentrierten Harns, durchliiftet. 1,6389 ¢ | NH iC 
(\CH,NH,HC! 
wurden erhalten, das sind 3,2778 g in der Tagesmenge. 
a) 20,300 mg dieses Gemenges lieferten 5,585 mg AgJ. Daraus folgen 
0.1192 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 


b) 20,225 mg desselben Gemenges. 4,935mg AgJ. Daraus folgen 


0,1058 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 
Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,11259g CH,N Hg. 


C. Die Tagesmenge von demselben Diabetiker wurde auf 100 cem ein 
geengt. 
Gesamt-N-Bestimmung. 


a) 0,5cem konzentrierter Harn. 10,35ccem n/10 Séure. Gesamt-N i 


der Tagesmenge betragt 2,8980 g. 


b) 0.5cem konzentrierter Harn. 10,35cem n/10 Saure. Gesamt-N in 


der Tagesmenge betragt 2.8980 g. 
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Methylaminbestimmung. 
jNH,Cl 


50 cem des konzentrierten Harns, durchliiftet. 0.9430 g ICH. NH.HCI 


wurden erhalten, das sind 1,8860 g in der Tagesmenge. 
a) 20,075 mg dieses Gemenges. 9,845 mg AgJ. Daraus folgen 0,1225 ¢ 
CH,NH, fiir die Tagesmenge. 


b) 20,925 mg desselben Gemenges. 11,215mg AgJ. Daraus folgen 
0,1336 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 


Mittelwert: Die Tagesmenge enthalt 0,1280g CH,N Hg. 


& Unte rsuchung e€17ics Harns nach korpe rlicher Anastrenqung. 


Die Tagesmenge wurde bei salzsaurer Reaktion auf 100 cem eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn. 34,57 ccm n/10 Saéure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betrigt 9,6796 g. 


b) 0,5eem konzentrierter Harn, 34,57 ccm n/10 Saéure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betragt 9.6796 g. 


Methylaminbestimmung. 
{NH,Cl 
\CH, NH,HCl 


50 cem des konzentrierten Harns, durchliftet. 2,6518 ¢ 


wurden erhalten, das sind 5.3036 ¢ in der Tagesmenge. 


a) 20,505 mg dieses Gemenges. 5,860 mg AgJ. Daraus ergeben sich 
0,2004 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 
b) 20.015 mg desselben Gemenges, 5.410mg Ag. Daraus folgen 


0,1897 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 


Mittelwert: Der Tagesharn enthalt 0,1950g CH,NH, 


5. Untersuchung eines indikanreichen Harns. 


Die Tagesmenge wurde bei salzsaurer Reaktion auf 100 ccm eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn, 26,58 ccm n/10 Saure. Gesamt-N 
der Tagesmenge betragt 7,4424 g. 
b) 0,5cem konzentrierter Harn, 26,55cem n/10 Séure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betragt 7,4340 g. 


Methylaminbestimmung. 
{NH,Cl 


50 cem des konzentrierten Harns, durchliiftet. 2,2956 g ICHL.NH.HC! 


wurden erhalten, das sind 4,5912 g in der Tagesmenge. 

a) 25,558 mg dieses Gemenges, 5.751 mg AgJ. Daraus folgen 0,1367 g 
CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

b) 25,852 mg deselben Gemenges 5,810mg AgJ. Daraus folgen 
0,1364 g CH,NH, fiw die Tagesmenge., 

Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,1365g CH,N Hag. 
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Frauenharne. 


1. Normalharn. 


Die Tagesmenge wurde bei salzsaurer Reaktion auf 100 cem eingeengt 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn, 34,69ccm n/10 Séure. Gesamt-N 
der Tagesmenge betragt 9,714 g. 
b) 0,5cem konzentrierter Harn, 34,69 cem n/10 Saéure. Gesamt-N 
der Tagesmenge betrigt 9.714 g. 


Methylaminbestimmung. 


a. |NH,C 


50cem konzentrierter Harn, durchliiftet. 2,8977 ie * 
\CH,NH.H¢ 


wurden erhalten, das sind 5,7954 g in der Tagesmenge. 
a) 21,958 mg dieses Gemenges. 4,224 mg AgJ. Daraus folgen 0.1475 
CH,NH, fiir die Tagesmenge. 


b) 23,469 mg desselben Gemenges. 4,421 mg AgJ. Daraus ergeber 
sich 0,1444g¢ CH,NH, fiir die Tagesmenge. 
Mittelwert: Der Tagesharn enthalt 0.1459 q CH,N Hag. 


2. Normalharn. 


Die Tagesmenge wurde auf 100cem konzentriert. 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5ceem konzentrierter Harn; 32,878 ccm n/10 Séure. Gesamt-N 
im Tagesharn betrigt 9.2058 g. 
b) 0,5eem konzentrierter Harn; 32.878 cem n/10 Séure. Gesamt-N 
im Tagesharn betragt 9.2058 g. 


Methylaminbestimmung. 
50 cem des konzentrierten Harns, durchliiftet. 3,1195g |X H,Cl 
\(CH,NH.H¢ 


wurden erhalten, das sind 6,2390 ¢ fiir die Tagesmenge. 

a) 21,100 mg dieses Gemenges. 2,640 mg AgJ. Daraus folgen 0.1032 ¢ 
CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

b) 23.215 mg desselben Gemenges. 3.240 mg Ag J. Daraus folgen 
0.1152 ¢ CH,NH, fiir die Tagesmenge. 


Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0.10924 CH,N Hag. 
3. Diabetikerharn. 
Die Tagesmenge wurde auf 100 cem konzentriert. 


Gesamt-N-Bestimmung. 


a) 0,5cem konzentrierter Harn; 19,28cem n/10 Saure. Gesam*-N 
im Tagesharn betragt 5.3986 g. 


b) 0.5cem konzentrierter Harn; 19,28ecem n/10 Saéure. Gesamt-N 
im Tagesharn betragt 5.3986 ¢. 














Vorkommen von Monomethylamin im Harn 49] 


Met hy laminbestimmuneg. 


‘ . NH,Cl 
50cem konzentrierter Harn wurden durchliiftet. 1,5625g | * ie 
(\(CH,NH, HCl 


irden erhalten, das sind 3.1250 g in der Tagesmenge. 

a) 21.215 mg dieses Gemenges. 4.890 mg AgJ. Daraus folgen 0.0952 ¢ 
H,NH, fiir die Tagesmenge. 

b) 20.040 mg desselben Gemenges. 4.895mge Ag J. Daraus folgen 
1009 g@ CH.NH, fiir die Tagesmenge. 


Mittelwert: Der Tagesharn enthdalt 0.098Slq CH.N H, 


4. Fieberharn. 


Der Tagesharn wurde bei salzsaurer Reaktion auf 100 ccm eingeengt. 


Cesamt-N-Bestimmung. 
a) 0.5cem konzentrierter Harn, 25,09¢em n/10 Saéure. Cesamt-N in 


er Tagesmenge betriagt 7.0266 g. 


b) 0.56ceem konzentrierter Harn, 25.20 cem n/10 Saéure. CGesamt-N in 


er Tagesmenge betragt 7.0579 g. 


Methylaminbestimmung. 
50 com des konzentrierten Harns, durchliiftet. 1.7346 g¢! N H Cl 
(\CH,NH,HCI 
irden erhalten, das sind 3,4692 g in der Tagesmenge. 
1) 24.330 mg dieses Gemenges. 4.305 meg AgJ. Daraus folgen 0.0811 g¢ 
H,NH, fiir die Tagesmenge. 
b) 23,405 mg desselben Gemenges. 4190 me AgJ. Daraus folgen 
0.0821 ¢ CH,NH, fiir die Tagesmenge. 
\Mittelwert: Der Tagesharn enthalt 0,0816q CH,N Hg. 


5. Schwangerenharn. 


Die Tagesmenge wurde bei salzsaurer Reaktion auf 100 ccm kon- 
, 


entriert. 
Gesamt-N-Bestimmung 
a) 0.56cem konzentrierter Harn, 39,94cem n/10 Séure. Gesamt-N 
Tagesharn betragt 11.1854 g. 
b) 0.5cem konzentrierter Harn, 39,94 cem n/10 Saéure. Gesamt-N im 
Tagesharn betréigt 11,1854 g. 


Methylaminbestimmung 


. iN ( 
50 cem des konzentrierten Harns, durchliftet. 3.5576 ¢ ed. x — 1 


erhalten, das sind 7.1152 g¢ in der Tagesmenge. 

a) 20,685 mg dieses Gemenges, 5,155 mg Ag J Daraus folgen 0.2345 ¢ 
(‘H,NH, in der Tagesmenge. 

b) 21.790 mg desselben Gemenges. 5.545 me AgJ. Daraus folgen 
1.2394 ¢ CH,NH, fiir die Tagesmenge. 

Mittelwert: Der Tagesharn enthalt 0,2369q CH.N Hg. 


IQ * 
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6. Schwangerenharn. 


Die Tagesmenge wurde auf 100 ccm eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 


erha 
a) 0,5ccem konzentrierter Harn. 41,769ccm n/10 Saéure. Gesamt- 
im Tagesharn betragt 11,6953 g. 0.03 
b) 0,5cem konzentrierter Harn. 41,87 ccm n/10 Saéure. Gesamt-N 
im Tagesharn betragt 11,7256 g. 02 
a) ’ 
Methylaminbestimmung. 
6 . ‘ NH,Cl 
50 cem des konzentrierten Harns, durchliiftet. 3,083 ¢ H,¢ 
(\(CH,NH,H‘ 
erhalten, das sind 6,166 g in der Tagesmenge. 
a) 27,627 mg dieses Gemenges. 8,900 mg AgJ. Daraus folgen 0.2627 
; 4 nits a Phos 
CH,NH, fiir die Tagesmenge. os 
‘ ~ el 
b) 30,131 mg desselben Gemenges. 8,958 mg AgJ. Daraus folge : 
0,2432 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 
Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,2529g CH,N Hg. 
7. Wéchnerinnenharn. n di 
Die Tagesmenge wurde auf 100 ccm konzentriert. " 
7 
Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0.5ceem konzentrierter Harn, 38,11 cem n/10 Saéure. Gesamt-N 
der Tagesmenge betrigt 10,6718 g. : 
b) 0,56cem konzentrierter Harn; 38,21 cem n/10 Saéure. Gesamt-N in [NI 
vie Peay C 
der Tagesmenge betragt 10,7013 g. (CH 
Methylaminbestimmung. CH, 
‘ , ' ee NH, Cl 
50 eem des konzentrierten Harns. durchliiftet. 4.0765 ¢ | ; H,¢ ; ” 
(\CH,N HH Cl 0,00: 
erhalten, das sind 8,1530g in der Tagesmenge. 
a) 24,002 mg dieses Gemenges; 6.833 mg AgJ. Daraus folgen 0,3070 g 
CH,N H, fiir die Tagesmenge. 
b) 23.559 mg desselben Gemenges; 6,.78l mg AgJ. Daraus folgen veld 
0.3104 g¢ CH,NH, fiir die Tagesmenge. 100. 
Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0.5087 g CH,N Hg. 
IV. Untersuchung von Harnen eines phosphorvergifteten Hundes, 
aetr 
1. Normalharn (Mischfutter ). 
Der 67-Stundenharn wurde bei salzsaurer Reaktion auf 100ce: der 
konzentriert. 
Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5ceem konzentrierter Harn; 41,95cem n/10 Saéure. Gesamt-N 
im Tagesharn betragt 11,7482 g. 
b) 0.5cem konzentrierter Harn; 41,78ccm n/10 Saure. Gesamt-N erha 
im Tagesharn betragt 11,7009 g. 
0.04 
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Methylaminbestimmung. 

‘ , _ {|NH,Cl 
50 ccm des konzentrierten Harns, durchliftet; 1.9450 g¢ | ~ Hy : 
(\CH,NH, HC! 
erhalten, das sind 1,3930 g¢ in der Tagesmenge. 

a) 21,605 mg dieses Gemenges lieferten 3,815 mg AgJ. Daraus folgen 
0.0325 ¢ CH,NH, in der Tagesmenge. 

b) 21.975 mg desselben Gemenges. 3,455mg AgJ. Daraus folgen 
0.0289 ¢g CH,NH, in der Tagesmenge. 


Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,0307 g CH,N Hg. 


2. Untersuchung der Harne nach Phosphorgaben. 

A. Der Hund (15'/, kg schwer) erhielt bei Mischfutter taglich 7,57 mg 
Phosphor, in O! gelést (0,5 mg pro Kilogramm Korpergewicht) subcutan. 
Der 48-Stundenharn wurde bei salzsaurer Reaktion auf 200 cem eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0.56cem konzentrierter Harn. 60,09 cem n/10 Saéure. Gesamt-N 
n der Tagesmenge betragt 16.8266 g. 
b) 0.5cem konzentrierter Harn. 59,70 cem n/10 Séuye. Gesamt-N 
m Tagesharn betragt 16,7160 g. 


Methylaminbestimmung. 


50cem des konzentrierten Harns wurden durchliftet. 0.1660 2 
{NH, C1 
(\(CH,NH,HCl 

a) 22.955 mg dieses Gemenges. 2,495 mg AgJ. Daraus folgen 0.0477 
CH,NH, in der Tagesmenge. 


erhalten, das sind 0.3320 ¢ in der Tagesmenge. 


y 


b) 21.000 mg desselben Gemenges. 2.585 me AgJ. Daraus folgen 
0.0540 g CH,NH, in der Tagesmenge 


Mittelwerte: Der Tagesharn enthdlt 0,0508q CH,N Hg. 


B. Der Hund erhielt bei Mischkost taglich 7,5 mg Phosphor, in O] 
gelést, subcutan. Der 36-Stundenharn wurde bei salzsaurer Reaktion auf 
100 cem eingeengt. 

Gesamt-N-Bestimmung. 

a) 0.5ceem konzentrierter Harn, 51,39 c¢cem n/10 Saure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betrigt 9,5860 g. 

b) 0.5cem konzentrierter Harn; 51,13 cem n/10 Saéure. Gesamt-N in 
der Tagesmenge betragt 9.5440 g. 


Methylaminbestimmung. 
50 eem des konzentrierten Harns, durchliiftet ; 2.9450 g | NH, Cl 
CH,NH.HCI 
erhalten, das sind 3.925 ¢g in der Tagesmenge. 


a) 21,020 mg dieses Gemenges lieferten 1.795 mg AgJ. Daraus folgen 
0.0443 g CH,NH, fiir die Tagesmenge. 
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b) 21,010 mg desselben Gemenges lieferten 1,860 mg AgJ. Dara 
folgen 0,0459 g CH,NH, in der Tagesmenge. 


Mittelwert: Die Tagesmenge enthdlt 0,0451qg CH,N Hy. 


C. Der Hund erhielt bei Mischkost taglich 7.5 mg Phosphor, in ( 
gelést, subcutan. Der 70-Stundenharn wurde auf 100 cem eingeengt. 


Gesamt-N-Bestimmung. 
a) 0,5cem konzentrierter Harn, 70,17 cem n/10 Saure. Gesamt-N i: 
Tagesharn betragt 6,737 g. 
b) 0,5cem konzentrierter Harn; 70,40 cem n/10 Saéure. Gesamt-N ir 
Tagesharn betragt 6,757 g. 


Methylaminbestimmung. 
; : : NH,Cl 
50cem konzentrierter Harn, durchliiftet. 4,670 g = pt ; 
. \CH,NH,H¢ 

erhalten, das sind 3,202 g in der Tagesmenge. 

a) 21,010 mg dieses Gemenges, 2,605 mg AgJ. Daraus folgen 0,0524 ¢ 
CH,NH, in der Tagesmenge. 
5mg desselben Gemenges, 2,990 mg AgJ. Daraus folge 


b) 22,21 
CH,NH, in der Tagesmenge. 


0,0570 g 


Mittelwert: Der Tagesharn enthdlt 0,0547 g CH,N Hg. 


Zusammenfassung. 


1. Die zur Frage nach dem Ursprung des im Harn aufgefundene: 
Methylamins an einem Hunde ausgefiihrten Fiitterungsversuche e1 
gaben, da das Methylamin teils endogenen, teils exogenen Faktoren 
seine Entstehung verdanke. Bei gemischter Kost betrug der Methy! 
amingehalt des Hundeharns rund 30 mg in der Tagesmenge. Bei fleisch 
loser Ernaéhrung sank dieser Wert auf 13 mg, reichliche Fleischkost 
steigerte ihn auf 62 mg pro Tagesmenge. 

2. Die an demselben Hunde mit biologisch wichtigen Stoffen bei 
Mischkost durchgefiihrten Fitterungsversuche deuten auf einen Zw 
sammenhang zwischen dem Kreatinstoffwechsel und der Methylamin 
ausscheidung hin. Nach Kreatin- bzw. Kreatiningaben stieg die Methy! 
aminausscheidung auf das Drei- bis Sechsfache der Norm an. 

3. Betainzufuhr verursachte ebenfalls eine Stetgerung der Methyl 
aminausscheidung, offenbar bedingt durch eine partielle Entmethylierung 
des Betains. 


Vertiittertes Arginin iibte keinen EinfluB auf die Bildungsgréf: 
des Methylamins im Harn aus. 
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Peroral verabreichtes Methylaminchlorhydrat wird im Stoffwechsel 


bis auf ganz geringe Mengen zerstort. 


Ss 


4. Normale mdnnliche Harne enthielten weniger Methylamin a 
weibliche. 


Harne mit physiologischer oder pathologischer Kreatinausscheidung 
wiesen einen gegeniiber der Norm erhéhten Methylamingehalt auf, so 
Diabetiker-, Graviden-¢ Wochnerinnenharne und Harne nach kérperlicher 
Anstrengung. Auch hier tritt deutlich eine Beziehung der Methylamin- 
iusscheidung zum Kreatinstoftwechsel zutage. 

5. Untersuchungen von Harnen eines phosphorvergifteten Hundes 
ergaben nur eine leichte Vermehrung der Methylaminausscheidung. 

6. Die Methylaminwerte scheinen vollkommen unabhangig von 
den Gesamtstickstoffwerten zu sein. 

7. Auf Grund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wird das 
Methylamin neben Kreatinin als Umwandlungsprodukt des Kreatins 
im Stoffwechsel aufgefaBt. 


Herrn Prof. H.K. Barrenscheen sind wir fiir die Erteilung wert- 
voller Ratschlage zu groBem Danke verpflichtet. 








Uber die chemische Natur des Hirnantigens. [.' 


Von 
Hermann Rudy. 


fAus der serologischen Abteilung der Deutschen Forschungsanstalt fiir 
Psychiatrie (Kaiser Wilhelm-Institut) in Miinchen. ] 


(Eingegangen am 24, Mdrz 1932.) 


Seit den Untersuchungen von Brandt, Guth und Miiller, sowie 
denen der Sachsschen Schule — Weil, Heimann und Steinfeld, Witebsky 
und Steinfeld — weiB man, daB das Gehirn durch organspezifiscl. 
Antigene lipoiden Charakters ausgezeichnet ist; denn es gelingt durch 
Immunisieren von Kaninchen mit alkoholischem  Hirnextrakt 
+ Schweineserum (Kombinationsimmunisierung nach Landsteiner) ode: 
auch mit wasserigen Hirnsuspensionen Antisera zu erzeugen, die im 
Rahmen der Komplementbindung spezifisch mit solchen alkoholischen 
oder wiasserigen Hirnextrakten reagieren (siehe auch Georgi und Fischer, 
Plaut und Kassowitz). Die Gehirne beliebiger Tierarten enthalten das 
Antigen, das somit organspezifisch ist, ohne an die Tierart gebunden 
zu sein. Es reagieren z. B. Antisera, die mit Rinderhirn dargestellt 
wurden, mit alkoholischen Extrakten sowohl aus Menschen- als auch 
Kaninchen- oder Rattenhirnen und umgekehrt. Bei Verwendung des 
Kombinationsverfahrens gelang es sogar mit arteigenem Gehirn Antisera 
beim Kaninchen zu erzeugen. Die Gewinnung spezifischer Hirnantisera 
von anderen Versuchstieren als den Kaninchen, so von Meerschweinchen 
und Ratten, ist jedoch bisher nicht méglich gewesen (Plaut und 
Kassowitz). 

Nach all dem muBte es sich um eine besondere, von den ubiquita! 
verbreiteten Antigenen lipoider Natur verschiedene Substanz handeln, 
die nur im Gehirn vorkommt. Uber die Natur dieses Hirnantigens ist 
nichts Naheres bekannt. Man wei nur, daB es alkoholléslich und 
kochbestandig ist (Witebsky und Steinfeld). Neben dem alkoholdslichen 


1 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefeller Foundation. 
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thermostabilen Hirnantigen lieB sich auch ein alkoholunlésliches thermo- 
stabiles Antigen im Gehirn nachweisen, das ebenfalls organ- und nicht 
artspezifisch ist (Plaut und Kassowitz). Wir haben auf Anregung von 


Herrn Professor Plaut — zum Zwecke der Differenzierung von anderen 
Lipoidantigenen eine chemische Untersuchung iiber den erst- 


genannten Typ des Hirnantigens angestellt und méchten im folgenden 
iiber unsere vorlaufigen Ergebnisse berichten. 


Wir haben dabei von vornherein darauf verzichtet, einzelne bereits 
bekannte Hirnlipoide rein darzustellen und ihre antigenen Eigenschaften 
mit denen des alkoholischen Gesamthirnextrakts zu vergleichen. Wir 
gingen vielmehr so vor, daB wir aus dem Hirnextrakt die unwirksamen 
Begleitstoffe entfernten und so versuchten, zu einem Substrat von 
moéglichst einfacher Zusammensetzung zu gelangen, bei dem die anti- 
genen Witkungen des Ausgangsmaterials in vollem Mabe erhalten 
waren. Wir bedienten uns zur Priifung der Frage nach der Wirksamkeit 
der einzelnen Fraktionen im wesentlichen der Komplementbindungs- 
methode, in einigen Fallen auch der Flockung. Es liegt in der Natur 
dieser Methoden, daB man damit die Frage einer Anreicherung des 
spezifischen Antigens durch Entfernung der Begleitstoffe nicht ohne 
weiteres beantworten kann, wie es etwa bei physiologisch wirksamen 
Substanzen durch den Tierversuch méglich ist; denn die Begleitstoffe 
Cholesterin und Phosphatide beeinflussen die serologischen Reaktionen 
zu sehr. Immerhin kann man mit einer gewissen Vorsicht bestimmte 
Anhaltspunkte gewinnen. 

Als Ausgangsmaterial diente ein alkoholischer Hirnextrakt., der 
folgzendermaBen gewonnen wurde: Frisches, von Blut und Meningen be- 
freites Rinderhirn wurde durch die Fleischmaschine getrieben und solange 


mit der fiinffachen Menge von 96° ,igem, mit 1] Petrolither denaturiertem 
Alkohol extrahiert, bis starke Eigenhemmung der Extrakte bei der Hamolyse 
auftrat. Die nicht hemmenden Ausziige wurden vereinigt, im Vakuum 


bei 50 bis 60° zur Trockne verdampft und dann moglichst unter Luft- 
abschluB aufbewahrt'. 


Langeres Aufbewahren an der Luft bewirkt das Auftreten von 
Eigenhemmung beim Hamolyseversuch. Bei .,.Roh*extrakt, wie wir den 
so dargestellten bezeichnen wollen, ist sie gering. Mit zunehmender Reinheit 
werden die Substanzen jedoch empfindlicher. An einem mit Aceton von 
Cholesterin und Fetten befreiten Hirnextrakt. der sich im wesentlichen 
aus Phosphatiden und Cerebrosiden zusammensetzte, konnten wir nach- 
weisen, daB das Auftreten der Eigenhemmung mit der Oxydation ge- 
messen an der Jodzahl parallel ging. Ein Teil des Praparats wurde 
unter LuftabschluB iiber alkalischem Pyrogallol, der andere im nicht 
evakuierten Exsikkator einige Wochen lang stehengelassen. Im ersteren 
Falle trat keine Eigenhemmung auf, und die Jodzahl blieb erhalten, im 
letzteren trat starke Eigenhemmung auf, wihrend die Jodzahl von 75,2 auf 
51.3 zuriickging. 
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Zunachst versuchten wir eine Fraktionierung mit Hilfe indifterente: 
Lésungsmittel. Wir extrahierten z. B. den trockenen Hirnextrakt 
mit Aceton bis zum Verschwinden des Cholesterins im Riickstand 
Der in Aceton lésliche Anteil zeigte stets eine sehr starke Reaktion mit 
Hirnantiserum (meist bedeutend starker als das Ausgangsmaterial 
wahrend das Acetonunlésliche sehr schwach oder negativ reagierte 
Durch Zusatz von Cholesterin in einer Menge, wie sie dem Cholesterin- 
gehalt des Acetonloslichen entsprach, trat bei dem Acetonunléslichen 
jedoch wieder starke Reaktion auf, sodaB die Trennung nur scheinba: 
war und auf dem verschiedenen Gehalt an Cholesterin beruhte. Dies: 
Methode war daher unbrauchbar. 


Zerlegung des alkoholischen Hirnextrakts in Bestandteile mit antigener und 
nichtantigener Wirkuneg. 


Wir arbeiteten nach mehreren Versuchen schlieBlich folgender- 
maBen : 


10g des trockenen Hirnextrakts wurden mehrmals mit 96° igen 
Alkohol ausgekocht (insgesamt mit 1100 ccm). Der Riickstand (1) 
bestehend aus Salzen und Phosphatiden, die sich infolge des Wassergehalts 
bei der Extraktion gelést hatten reagierte nicht mit Hirnantiserum 
Die alkoholische Lésung wurde zwecks Fallung der Phosphatide siedend 
mit einer heiBen gesattigten Lésung von Cadmiumchlorid in Methylalkoho! 
im Uberschu8 versetzt und langsam abkiihlen lassen. Nach zwélfstiindigem 
Stehen bei etwa 0° wurde rasch abfiltriert!, mit wenig kaltem Alkohol 
nachgewaschen, und der Niederschlag nach Levene und Rolf? in Chloroform 
mit 25°,igem methylakoholischem Ammoniak zerlegt. Nach dem Ab 
zentrifugieren und Waschen des Cadmiumhydroxyds wurde das Chloroform 
im Vakuum verdampft, der Riickstand zur Entfernung anorganischet 
Bestandteile mit 50 cem Alkohol-Ather (1: 1) ausgezogen und das Lésungs- 
mittel wiederum im Vakuum verdampft. Die so gewonnene Fraktion der 
‘fallbaren Bestandteile (III) reagierte mit Hirnantiserum negativ. Das 
alkoholische Filtrat des Cadmiumchloridniederschlags wurde zusammen 
mit dem Waschalkohol nach dem Eindampfen in gleicher Weise wie det 
Niederschlag zerlegt und weiter behandelt. Der nach dem Verdampfen 
des Alkohol-Athergemisches erhaltene Riickstand wurde nochmals mit 
viel trockenem und frisch destilliertem Ather aufgekocht. Die triibe 
Lésung wurde zentrifugiert und der geringe Niederschlag (in der 
Hauptsache Cerebroside) verworfen. Der Ather wurde im Vakuum ver- 
dampft. Die so erhaltene Fraktion (IV) reagierte mit Hirnantiserum 
stark positiv. Von 10g Ausgangsmaterial bleiben ungelést etwa 1,5 g (1). 
gefallt werden etwa 5,5g (III), und 3g werden aus dem Nichtgefallten 
gewonnen (IV). 


Wir haben uns durch Versuche tiberzeugt, daB die Bedingungen zu 
einer vollstandigen Fallung optimal waren. 

2 Siehe H. Tierfelder u. E. Klenk, Die Chemie der Cerebroside und 
Phosphatide, S. 82/83. Berlin, J. Springer, 1930. 
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Die Fraktion IV zeigte im allgemeinen mehr oder minder starke 
Kigenhemmung, die auf dem hohen Cholesteringehalt beruht (durch 
schnittlich 40°,). Entfernt man einen Teil desselben durch mehrfaches 
Auskristallisieren und Umbkristallisieren aus Alkohol, so erhalt man 
eine Substanz mit 15 bis 25°, Cholesterin, die nun betrachtlich weniger 
Eigenhemmung zeigt. Eine 0,1°,ige alkoholische Lésung laBt sich im 
allgemeinen nach Verdiinnen mit NaCl 1:6 zur Komplementbindung 
verwenden. 

Es ergibt sich somit zundchst, dap es gelungen ist, den alkoholischen 
Hirnextrakt in zwei unwirksame und eine wirksame Fraktion zu zerlegen 
Die Trennung ist tatsdchlich eine vollkommene, da auch der Zusatz von 
Cholesterin zu den beiden negativen Fraktionen keine positive Reaktion 
gegeniiber Hirnantiserum erzeugt. 

Die Starke der Reaktion dieser wirksamen Fraktion IV wechselt 
mit dem Cholesteringehalt, da das Cholesterin als Verstarker der 
spezifischen Reaktion fungiert. Aus diesem Grunde ist es — wie eingangs 
schon erwahnt nicht mdglich, aus dem Grade der Komplement- 
bindung direkt auf den Gehalt an spezifischem Antigen zu schlieBen 
Das ergab sich noch besonders aus dem Vergleich zwischen der Kom- 
plementbindung und der Flockung, wobei in beiden Fallen ein 1° iger 
alkoholischer Rinderhirnextrakt als ,,Bezugssystem*’ diente. Wir 
zeigen in der folgenden Tabelle I die Reaktion einer Fraktion IV in 
der Komplementbindung und in der Tabelle IT die des gleichen Substrats 
in der Flockungsreaktion. 


Tabelle J. 


Als Antigene dienten eine 1°,ige Losung von ,,Roh“hirnextrakt und 
eine 0,1°,ige von Fraktion IV, beide in Alkohol. Zum Versuch wurden 
beide 1:6 mit NaCl verdiinnt. 

0.25eem Antiserumverdiinnung, 0,25 cem zwoélffach verdiinntes Meer- 
schweinchenserum und 0,25 cem der Extraktverdiinnung | Stunde bei 37° 
Dann Zugabe von 0,5ccm Hammelblut-Ambozeptor. Ablesen der Hamolyse 


nach 24 Stunden!. 


Reaktion des Hirnantiserums 2925 mit Hirnextrakt und Fraktion IY vom 
26. Januar 1932. 





Verdiinnung des Antiserums 2925 


Fraktion IV 0,1% ... 0 0 W fk A 
wRoh“hirnextrakt 1°, . . 0 (0) 0 fk k 

! Grade der Haimolyse:k = komplette, fi fast komplette, st — starke, 
m maBige, w wenig, Spur Spur, Spceh Spiirchen, 0 keine 


Hamolyse. 
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Man sieht, daB die Fraktion IV (vom 26. Januar 1932) etwas 
weniger hemmt als der Hirnextrakt selbst. Der Vollstandigkeit halber 
sei jedoch erwahnt, daB die Reaktion aller anderen von uns gewonnenen 
Fraktionen [IV (mit bedeutend héherem Cholesteringehalt) die des 
1°,igen Hirnextrakts bei weitem iibertraf. Wir haben gerade dieses 
Beispiel gewahlt, um den Vergleich mit der Flockung besonders deutlich 
zeigen zu k6énnen. 

Die Flockungsreaktion wurde in Anlehnung an die zum Luesnach- 
weis tibliche Sachs-Georgische Reaktion angestellt!. 


Tabelle 11. 


Als Antigene dienten wiederum eine 1°,ige Lésung des Hirnextrakts 
und eine 0,1°,ige der Fraktion IV, beide in Alkohol. 

0.5cem der Antiserumverdiinnung und 0,25cem der 1:5 mit NaC! 
verdiinnten alkoholischen Extrakte bleiben 24 Stunden bei 37° stehen 
Dann wird die Flockung mit Hilfe eines Agglutinoskops mit sechsfache1 
Vergr6Berung abgelesen?. 


Reaktion des Hirnantiserums 2925 mit Hirnextrakt und mit Fraktion I\ 
vom 26. Januar 1932. 





Verdiinnung des Antiserums 


Fraktion IV 01% . . . | Het) HHH) $44 | +4+4+ ++ + 
»Roh“hirnextrakt 1%... +++ 4¢4++4+ 


Aus Tabelle II erkennt man deutlich, daB die Flockung bei 
Fraktion IV bedeutend weiter geht als bei dem 1°,igen Hirnextrakt. 
Es ergibt sich somit aus dem Vergleich der Tabellen I und IT, dab 
die Reaktionsfahigkeit der Fraktion IV je nach der angewandten 
Methode — Komplementbindung oder Flockung — geringer oder starke1 
als die des Bezugsextrakts ist, wihrend dieser selbst bei beiden Methoden 
ungefahr gleich stark reagiert. Somit ist also die Frage des Anreicherungs- 
grades mit Hilfe dieser Methoden nicht ohne weiteres zu entscheiden, und 
wir beschrankten uns bei den weiteren Reinigungsversuchen darauf, 
mit ihrer Hilfe zwischen wirksamen und unwirksamen Fraktionen zu 
unterscheiden. 

Was die chemische Zusammensetzung der Fraktion IV anbelangt, 
so bestimmten wir neben dem Cholesterin den Gehalt an titrierbaren 


1 Siehe J. Jadassohn, Handb. d. Haut- u. Geschl.-Krankh. 15, 2. Teil, 
390. Berlin, J. Springer, 1927. 

2 GradederFlockung: + -—- + starke, + + mittlere, + schwache, 

zweitelhafte, keine Flockung. 
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Sauren (Saéurezahl), an Fetten und sonstigen Estern (Verseifungszahl) 
sowie den Stickstoff-, Phosphor- und Zuckergehalt!. Der Zucker liegt 
in gebundener Form vor; denn der wasserige Auszug reagiert mit 
z-Naphtol und konzentrierter Schwefelsiure negativ (Molisch-Probe) 
Um Cerebroside bekannter Natur diirfte es sich dabei jedoch kaum 
handeln, da diese bei den angewandten Methoden bereits abgetrennt 
wurden. Die Monosen wurden durch Kochen mit 2n Salzséure ab- 
gespalten und dann bestimmt (Kinzelheiten siehe spater) 

Wir zeigen in der folgenden Tabelle die Analysenergebnisse zweier, 
auf etwas verschiedene Weise dargestellter Praparate, wobei Fraktion LV 
vom 26. Januar 1932 genau nach der oben geschilderten Vorschrift 
gewonnen wurde. Die Werte sind auf cholesterinfreie Substanz um- 


gerechnet, da sonst kein Vergleich méglich ist. 


Tabelle 111. 


Chemische Zusammensetzung zweier Fraktionen IV. 





Chole- Saure- f 
zahl 


sterin 


suf cholesterinfreie Substanz berechnet 


Fraktion IV vom 21. XI. 1931 35,6 77.0 141.5 3,34 1,52 5,27 
Fraktion IV vom 26. I. 1932 15.16 85.0 150.6 2.78 1,53 5,36 


Schwefel wurde in keinem Falle gefunden. Der Aschegehalt betrug 
in zwei Fallen 6,05 und 8,33 °,, (auf cholesterinfreie Substanz berechnet) 


Entfernung unwirksamer Begleitstoffe mit Hilfe der Adsorption und Elution, 


Zwecks weiterer Reinigung versuchten wir zuniachst eine voll- 
staindige Entfernung des Phosphors. Fallungsversuche mit alkoholischen 
Lésungen von Bleiacetat, Quecksilberchlorid, Eisenchlorid und Barium- 
hydroxyd schlugen jedoch fehl]. Daraufhin versuchten wir die weitere 
teinigung des Antigens mit Hilfe der Adsorptionsmethodik. Wir fanden, 
dag sich das Antigen aus einer alkoholischen Lésung der Fraktion IV 
mit Hilfe von $-Aluminiumhydroxyd, hergestellt nach Willstdtter und 
Schneider*, quantitativ adsorbieren laBt, wobei wiederum ein betracht- 
licher Teil von unwirksamen Bestandteilen entfernt wird. Eine Elution 


1 Richtiger: die Kaliumferricyanid reduzierenden Substanzen Im 


wesentlichen dirften es wohl Zucker sein 


2 Siehe C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5. Aufl., 
3, 480. 
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mit wisserigen Medien gelang nicht, dagegen eluierte 96°,iger Alkohol 
ganz brauchbar?. 


Adsorption. 1g Substanz wurde in 200 cem 96°, igem, mit 1°, Petrol 
ather vergilltem Alkohol gelést. dann wurden 200 ¢ des abzentrifugierten 
feuchten §-Al(OH), zugefiigt und gut durchgeschiittelt. Nach ein- bi 
zweistiindigem Stehen im Eisschrank wurde abzentrifugiert. Die itiber 
stehende klare Losung erwies sich dann in der Komplementbindung als 


wirkungslos. 


Elution. Das abzentrifugierte Gel wurde mit 250cem 96° igen 
Alkohol iiber Nacht bei 37° stehengelassen, dann abzentrifugiert. Dann 
wurde noch zweimal mit je 250 ccm Alkohol 3 Stunden bei 56° behandelt 
und abzentrifugiert. Die jeweiligen iiberstehenden Lésungen wurden in 


Vakuum zur Trockne verdampft, der Riickstand mit 40¢em Alkohol 
Ather (1:1) warm ausgezogen, die Lésung wieder verdampft und dann 
0.07°.ige Losungen in Alkohol auf ihre Reaktionsfaihigkeit mit Hirn 
antiserum untersucht. Zum Vergleich priiften wir auch eine 0,07° ,ige 
Lésung der Fraktion IV vor der Adsorption. Zum Versuch wurden all 
Extrakte nochmals |: 6 mit NaCl verdiinnt. 


Tabelle IV. 


0,.25cem Antiserumverdiinnung, 0.25¢em zwolffach verdiinntes Mee 
schweinchenserum und 0.25cem der Extrakte werden 1 Stunde bei 37° 
gehalten. Dann werden 0,5 ccm Hammelblut-Ambozeptor zugegeben und 
die Hamolyse nach 24 Stunden abgelesen. 


Reaktion des Hirnantiserums 2925 mit Fraktion IV vor der Adsorption und 
mit den Eluaten. 





Verdiinnung des Antiserums 


Fraktion IV vom 26.1. vor der Adsorption . 0 0 W fk k 
1. Eluat. . — er . ; 0) 0 m k k 
2. Eluat : es ; 0) 0 k k 

3. Eluat : ve ; = 0 W st k k 


Man erkennt, daB die Elution mit 96°,igem Alkohol 6fters wieder- 
holt werden mu. Die Mengenverhaltnisse waren so, daB aus 1g des 
Ausgangsmaterials 0,30 ¢ im ersten, 0,25 g¢ im zweiten und 0,10 g im 
dritten Eluat gefunden wurden. 

Von Wichtigkeit fiir die Reindarstellung des Antigens war es nun, 
die chemische Zusammensetzung der Eluate mit denen des Ausgangs- 
materials zu vergleichen. Wir geben in der folgenden Tabelle eine 
diesbeziigliche Zusammenstellung. 

' Aus alkoholischen Lésungen von Gesamthirnextrakt an /-Al(OH), 
adsorbiertes Antigen lie®B sich hingegen mit NaCl-Lésung eluieren. Die 
Unterschiede sind wohl auf die Beeinflussung durch Begleitsubstanzen 


zuruckzufiihren. 








Ph 
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Tabelle V. 


hemische Zusammensetzung der Fraktion IV vor und nach der Adsorption 
und Elution. 





Ver 
Sadure- a N P Zucket \s 
Chole- zahl selfungs- 
sterin or zZani 
if cholesterinfreie Substanz berechnet 

r der Adsorption . 15,16 85,0 130.6 2.78 1.53 D.R6 6.05 
Blution..... 29.64 20,2 86,6 2.90 1,04 10,658 3.60 
Elution . . .. . || 29,29 || 13,9 108.3 1,58 0,78 11,62 
Elution. . .. . | 28,81 18,0(7) 90.6 0,25 


Zu bemerken ist zunachst, daB das Cholesterin auf diese Weise 
\nwendung organischer Lésungsmittel zur Elution — nicht entfernt 
verden kann. Man miiBte sich zu diesem Zwecke noch weiterhin nach 
Auffallig ist der starke Riick- 
jang der Sdurezahl. Bedeutsam scheint uns besonders der starke Anstieg 


seeigneten wasserigen Medien umsehen. 


des Zuckergehaltes, iiber dessen theoretische Bedeutung wir noch nichts 
Naheres sagen kénnen. Wir halten es indessen fiir moéglich, daB ein 
Zusammenhang zwischen dem Gehalt an reduzierenden Kohlenhydraten 
und der Funktion als Antigen besteht. Das scheint schon deshalb 
glaubhaft, weil der Zuckergehalt im Laufe des Reinigungsprozesses 
stets zunimmt. Der Rohhirnextrakt enthielt etwa 3,5°, Glucose, die 


Fraktion IV enthielt 5.5 bis 6,5°,,, und die Eluate enthielten 10,5 bis 


11,5°, und zum Teil sogar 15,5°, Glucose. Die unwirksame Fraktion IT] 
scheint wenig Zucker zu enthalten. Die Bestimmung ergab in einem 
Falle 0,85°,,. Aus der Tabelle ist weiterhin ersichtlich, daB der Asche- 
gehalt betrachtlich zuriickgegangen ist (ungefaihr auf den fiir den 
Phosphorgehalt zu erwartenden Wert). 


Entfernung des Cholesterins. 


Die weitere Frage war nun die, zu entscheiden, ob cholesterinfreie 
Substrate noch spezifisch mit dem Hirnantiserum reagieren. Das wat 
nach unseren Erfahrungen tiber die Abhangigkeit der Reaktion vom 
Cholesteringehalt noch durchaus offen. Wir haben daher Versuche zur 
Entfernung desselben angestellt. Am einfachsten schien es, das Chole- 
sterin, das durch fraktioniertes Kristallisieren nicht zu entfernen war, 
mit Digitonin in alkoholischer Lésung zu fallen, das Filtrat einzu- 
dampfen und daraus das Antigen mit Ather oder Petrolather zu extra- 
hieren. Die angestellten Versuche waren indessen nicht recht erfolgreich, 
da sich die Extraktion mit Ather nur unvollkommen ausfiihren lie. 
Dagegen gelang es uns, durch Extraktion der Fraktion IV mit Aceton 
das Cholesterin quantitativ zu entfernen Die Ausbeute an Aceton- 


inléslichem ist allerdings gering: sie betragt im besten Falle 20°, des 
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Ausgangsmaterials. Der Rest geht mit dem Cholesterin in Lés 
Dieser in Aceton unldsliche cholesterinfreie Anteil reagierte mit H 
antiserum in der Komple mentbindung deutlich positiv, wie sich aus 
Tabelle VI ergibt 

Tabelle V1. 


Als Antigen diente eine 0,1] ige alkoholische Lésung der chok 
freien Substanz, die 1:6 mit NaCl verdiinnt wurde. 


Reaktion des Hirnantiserums 2925 mit dem von Cholesterin, Fhosphat 
und Cerebrosiden befreiten Hirnextrakt 





Es ist somit erwiesen, dap der von Cholesterin und fallbaren P/ 
phatiden und Cerebrosiden befreite Hirnextrakt ber der Komplem: 
bindungsmethode starke antige ne Ligenscha fte n zeigt. Da alle ander: 
abgetrennten Begleitstoffe mit Hirnantiserum nicht reagierten, bil 
dieses Produkt das geeignetste Ausgangsmaterial fiir die weitere R« 
darstellung. Zuvor mu man aber nach einer rationelleren Abtrennung 
des Cholesterins suchen. Damit ergeben sich die weiteren Versuch: 
iiber die wir spater berichten werden, von selbst 


Chemische Analysen. 


Die Cholesterinbestimmungen wurden nach dem Prinzip von Wind 
in Halbmikroausftihrung gerracht. 


0.0226 ¢ Substanz geben 0.0322 g Digitonid; 35.6 Cholesterin 

0.0228 g Pr - 0.0290 ¢g 31,8% 

0.0256 ¢g = = 0.0254 ¢g - 25.0 

0,0254 g Pe ‘ 0.0154 ¢ 15.16 

0.0194 g ~ 0.0230 ¢ 29.64 

O.0210¢g , 7" 0.0246 2 29.29 

0.0243 ¢ ‘ ~ 0.0280 ¢ 28.8] 

Die Sdure «/ wurde durch Titration in Benzol-Alkohol (10:1) be 
stimmt. Titri wurde mit n/20 KOH in absolutem Alkohol (Indikat 
Phenolphthale 

0.07169 ‘ubstanz verbrauchten 0,633 cemn/10 KOH: S.-Z. 49.6 

0.0516 2 ~ S 0,663 ,, n/10 KOH; S.-Z. 72,1 

0.0324 ¢ = .S 0.082 .. n/lOKOH: S.-Z. 14.2 

0,0410 ¢ " se 0,072 ,, n/lIOKOH; S.-Z. 9,9 

0.0136 g 99 i 0,031 ,, n/l KOH; S.-Z. 12,8 


' Siehe A.Griin, Analyse der Fette und Wachse, 1. Aufl., S. 261 
Berlin, J. Springer, 1925. 
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Die Verseifungszahlen wurden erhalten durch Einwagen von 0,05 bis 
1g Substanz in 5ecm n/10 alkoholischer KOH und 15 Minuten langes 
Kochen auf dem Wasserbad. Zuriicktitriert wurde mit n/10 HCl In 
rinzip nach K6ttstorfer)'. 


0.0782 g Substanz verbrauchten 1,27 ccm n,10 KOH; V.-Z. 91,1 
0,0304 g 0.60 ., n lOKOH; V.-Z. 110.8 
0.0350 2 0.38 ., n/IOKOH; V.-Z 60.9 
0.0352 ¢g 0.48 ,, n/lO KOH; V.-Z 76,5 
0.0174 ¢ 0.20 ,, n/lOKOH; V.-Z 64,5 


Stickstoffbestimmung nach Kieldahl (Mikro)? 


0.0724 ¢ Substanz verbrauchten 7.80 cemn/70 HCI; N 2,15 


0.0266 g 3,14 ,, n/70HCI; N 2,36 
0,0196 g 2,00 ,, n/7O0HCI; N 2,04 
0.0200 ¢g 112 .. n/7OHCI:; N 1,12 


Phosphorbe stimmung nach Lieb (Mikro)? 


0.0252 g Substanz geben 0,0170 g Molyvbdat; P. 0.98 
re g ; 


0.0114 ¢ 0.0102 ¢g w P. 1.30 
0.0108 ¢g 0.0054 g ie P. 0.73 
0.01ll6¢ 0,0044 g - P. 0,55 
0.0116 ¢ 0.0014 ¢ = P. O18‘ 


Die Zuckerbestimmung geschah nach dem Prinzip von Hagedorn und 
Jensen in der Modifikation von Issekutz und Both*. Als Erhitzungsdauet 
wahlten wir jedoch 10 (statt 20) Minuten, weil sonst die Werte zu hoch 
ausfielen. 


Etwa 50mg Substanz wurden mit l0cem 2n HCl 8 Stunden am 
RiickfluB erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde der Kihler mit destilliertem 
Wasser ausgespiilt, die Fliissigkeit durch Filter aus Glaswolle filtriert und 
so lange nachgewaschen, bis das Gesamtvolumen 20cem_ betrug. Dann 
wurde mit wasserfreiem Natriumcarbonat neutralisiert und nach Vorschrift 
weiter behandelt. 


0.0516 g Subst. verbr. 0.89 cem n/20 K.Fe(CN),: Zuckergehalt 2.59 
0,0200¢g , hs 178 , n/20 K,Fe(CN),; 13,7 

0,0442¢ ,., ‘a 103 ,, n/20 K,Fe(CN),; 3.53 
0.0524 g 2,52 ., n/20 K,Fe(CN),; 7,52 
0,0410 ¢ 2,16 ,, n/20 K,Fe(CN),; 8.22 
0,0554 g 145 ,, n/20K,Fe(CN),; 3.95 
0.0520 g 0,30 ., n/20 K,Fe(CN),; O85 


1 Siehe A.Griin, Analyse der Fette und Wachse, 1. Aufl., 5. 144. 
Berlin, J. Springer, 1925. 
2 Siehe F. Pregl, Die quantitative organische Mikroanalyse, 2. Aufl.. 
8.113. Berlin, J. Springer, 1923. 

> Ebendaselbst 8S. 151. 

* Siehe P. Rona u. H. Kleinmann, Prakt. der physiol. Chem. 2, 205 
Berlin, J. Springer, 1929. 
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Die Bestemmung der Jodzahlen geschah nach dem Verfahren von [ose 
mund und Kuhnhenn?. 
0.0618 g Substanz verbrauchten 2,50 cem n/10 Jod; J.-Z. 51.4 


0.0518 g - x 3.07 nj/l0 ,, Jd... 76,2 


i 


Bei den cholesterinhaltigen Substraten wurden mit Hilfe des Chole 
steringehalts die in den Tabellen angegebenen Werte fiir cholesterinfrei: 
Substanz errechnet. 


Zusammenfassung. 

Es werden Methoden angegeben, um das Hirnantigen von unwirk 
samen Begleitsubstanzen zu trennen. 

Die Phosphatide und Cerebroside werden durch CdCl,-Fallung und 
Behandlung mit Ather, das Cholesterin, das als Verstarker der spezifischer 
Wirkung fungiert, durch Acetonextraktion entfernt. Dieses so gereinigt: 
Priparat zeigt die antigenen Eigenschaften des Hirnextrakts. Eine weit 
gehende Reinigung (ohne Entfernung des Cholesterins) ist méglich durcl 
Adsorption an $-Aluminiumhydroxyd und Elution mit Alkohol. Die 
Zusammenhainge zwischen chemischer Zusammensetzung und de! 
Wirksamkeit als Bindungsantigen sind aus den bisherigen Versuchen 
noch nicht zu ersehen. Dariiber miissen weitere Versuche angestellt 
werden. 
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Uber die Absorption des Histidins im Ultraviolett'. 
Von 
Friedrich Ellinger. 
(Aus dem Institut fiir Strahlenforschung der Universitat Berlin 
(Eingegangen am 24. Mdrz 1932.) 


Mit 10 Abbildungen in 


Text 


I. Einleitung und Methodik. 
In einer friiheren Arbeit (1) konnte gezeigt werden das unter 
Ultraviolettlichtbestrahlung aus der Aminoséure Histidin ein Koérper 
iit histaminaéhnlichen Eigenschaften entsteht. 


In dieser Arbeit wurde bereits ein Spektrum des Histidinchlorhyd: its 
Hoffmann-La Roche & Co., Basel (vgl. l.c. 1, Abb. 9), das in diesen 
Versuchen zur Anwendung gelangt war, mitgeteilt Wir sahen das 
Priparat der Firma als eine reine Substanz an. Es zeigte sich eine 
selektive Absorption im Gebiet der besonders ervthemwirksamen 
Strahlung. Da diese Befunde unsere Ansicht tiber die Bedeutung dieses 
in vitro beobachteten Prozesses fiir die Vorgange bei der Entstehung 
des Sonnenbrandes stark zu unterstreichen schienen, haben wir spater (2 
mit zwei Methoden nochmals die Absorption des Histidinchlorhydrats 
im Ultraviolett gemessen und die Ergebnisse kurvenmafig zur Dar- 
stellung gebracht. Die Kurven bestatigten im wesentlichen unsere 
friiheren Befunde. 


Gelegentlich anderer Untersuchungen haben wir dann 1930 wiederum 
in einer Histidinportion einer anderen Lieferung das Spektrum im 
Ultraviolett auf lichtelektrischem Wege mit Kaliumzelle und Doppel- 
monochromator ausgemessen, und unsere Befunde aus den Jahren 
1927 bis 1929 bestatigt gefunden. 


1 Die Versuche zu dieser Arbeit waren bereits im Friihjahr 1931 ab 
geschlossen, verschiedene Griinde verzégerten jedoch die Fertigstellung 


der Arbeit. ; 
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Wir waren daher sehr iiberrascht, als wir 1930 eine Arbeit vo 
Bourdillon, Gaddum und Jenkins (3) zu Gesicht bekamen,. die ein: 
ganz andere Absorptionskurve des Histidins zeigte. Zur Klarung dé 
Problems wandten wir uns an die Autoren mit der Bitte um Ube: 
lassung einer Probe des von ihnen selbst hergestellten Histidins 
Dr. Gaddum entsprach in liebenswiirdiger Weise unserem Wunsche¢ 
wofiir wir ihm auch hier vielmals danken méchten. AuBerdem be 
stellten wir uns eine neue Probe Histidinchlorhydrat der Firma Hof; 
mann-La Roche & Co., Basel. An beiden Histidinen maBen wir nu 
die Absorption im Ultraviolett auf photoelektrischem Wege mit Hilf: 
der Kaliumzelle. 

Die Methodik entsprach genau der in unserer fritheren Arbeit (2) ver 
wandten, weswegen wir hier nicht nochmals auf sie eingehen. Die B« 
rechnung des Absorptionskoeffizienten erfolgte wiederum nach der Forme 

log I log I, 
C.d.Wee * 


bezogen auf 1°, ig. Losung in leem Schicht fiir jede Wellenlange. In der 
lormel bedeutet : 


I, Durchlassigkeit in Prozenten, 

Fi. auftallende Intensitat. 100 gesetzt, 
f Konzentration, 

d Schichtdicke, 

( natiirlicher Logarithmus. 


Die «-Werte sind in den nachstehenden Abbildungen als Ordinaten-, 
die zugehérigen Wellenlangen als Abszissenwerte aufgetragen worden. 


Il. Ergebnisse. 
A. Absorptionsme ssungen. 


Die Kurve 2 der Abb. 1 veranschaulicht noch einmal die im Jahre 
1929 gefundene Absorption des Histidinchlorhydrats. Die Kurve | 
zeigt nun die Absorption des neuen Histidinchlorhydrats (Praparat 
Nr. 301051) der Firma Hoffmann-La Roche & Co. Das Resultat wat 
fiir uns zunachst héchst tiberraschend, da es sich genau mit der Ab- 
sorptionskurve der englischen Autoren deckte. 

Durch einen Zufall besaBen wir noch einen kleinen Rest eines 
Histidinchlorhydratpraparates aus einer friiheren Lieferung der Firma 
Hoffmann-La Roche & Co. (Praparat Nr. 209279). An diesem Praparat 
stellten wir nun wiederum die Absorption, die wir in den Jahren 1927 
bis 1930 gemessen hatten, fest, wie die Kurve 1 der Abb. 2 zeigt. Das 
Maximum der Absorption ist hier zwar etwas nach der langwelligeren 


Seite hin verschoben, was aber nicht bedeutungsvoll ist. Die hier ab- 
gebildete Kurve stellt eine Einzelmessung dar, wahrend Kurve 2 der 








Abb 
Hist 


lies 


we 


he 











Absorption des Histidins im Ultraviolett. 430 


\bb. 1 das Ergebnis mehrerer MeBreihen wiedergibt. die von einem 
Histidinpraparat einer anderen Lieterung stammten, wodurch = sich 
lieser Unterschied wohl erklart 

Aus diesen Befunden schlossen wir, auf eine Verunreinigung unseres 
Praparats Nr. 209279 

Herr Prof. Dr. H. Steudel, Direktor des physiologisch-chemischen 
Instituts der hiesigen Universitat. hatte die Liebenswiirdigkeit. uns 


hei der Klarung dieser Frage in zuvorkommendster Weise zu unterstiitzen. 


Die Schmelzpunktbestimmung des Praparats 209279 ergal 2449 
instatt 252 bis 253"). O.5g¢ cdieses Praparats wurden aus Wasser u 
ristallisiert und ergaben 0.25 g Substanz von 252" Schmelzpunkt 

An diesem Praparat wurde ins ¢& 
9° iger Lésung die Absorption Zs ; cen eee inl ee a eee me er 
Litraviolett bestimmt Das Ergebnis 


t die Kurve 2 der Abb. 2 Wir 
ehen hier also fast denselben Vet 
iif wie ber dem neugelieterten Pra 


iat 301051 (Kurve | der Abb 1 
Weiterhin wurde die Absorption det 








\ rein 106° iger Losung he 


aul 


tter! 
rrirrit Wie die Kurve 3 der Abt 2 
eranschaulicht, finden wir hier den 
ikteristischen Absorptionsverlaut 
Histidins Nr. 209279 in) noch 


iusgesprochenerem MaBe wieder 
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Unser Verdacht, daB es sich hier um eine Verunreinigung des 
Histidins handele. welche die charakteristische \bsorption im lang- 
welligen Ultraviolett bewirkt, wurde also durch diese Resultate 


bestatigt. 


1G * 
; 
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Wir haben dann weiterhin die Absorption des englischen Histidins 
in 5 und 10°, iger- Lésung gemessen. Abb. 3 zeigt in Kurve 2 das 
Resultat, welches sich véllig mit dem der englischen Autoren deckt (3) 
Wir haben hier einen zehnfach gréBeren MaBstab fiir die Darstellung 
der Absorptionskoeffizienten gewahit, um die gute Ubereinstimmung 
in der Absorption des Histidins Nr. 301051 von Hoffmann-La Roch 


d& Co. mit dem englischen Praparat zu zeigen 





Ab 

Kurve | Absorpt ss 

\ Histid Nr. 20929 1 
nkristallis 

Kury Absorpt Ss 
\ glischem His ! 
Kur Absory s x 
n Hist Nr 1051 








Ferner ist als Kurve | hier noch einmal die Absorption des einmal! 
umkristallisierten Praparats Nr. 209279 wiedergegeben Sie zeigt 
daB das Praparat nach einmaligem Umikristallisieren immer noch 
Spuren der Verunreinigung aufweist. 

Deswegen haben wir auch das Praparat Nr. 301051 nach ein- 
zwei- und dreimaliger Umkristallisation aus Wasser spektroskopiert 
Da jedoch keine wesentlichen Abweichungen feststellbar waren. so 
sehen wir von der Wiedergabe dieser Befunde ab 

Wir stellen also fest, daB dem Histidin eine geringe Absorption 
auch im gereinigten Zustande in dem besonders erythemwirksamen 
Bezirk der Wellenlangen von 300 bis 297 wu zukommt 

Diese Feststellung ist deswegen erheblich. weil inzwischen eine 
Arbeit aus dem Institut von Wels in Greifswald von J. P. Becker (4 
erschienen ist, in welcher der Autor mitteilt, daB ..bis zur Wellenlange 
von 240 wu praktisch keine Absorption” besteht. Becker untersuchte 
das Histidinchlorhydrat in 0,3°,iger Lésung. Wie wir selber gesehen 
haben, gentigt aber, wenigstens bei der MeBoenauigkeit unserer An- 


oO 


ordnung, eine 1°,ige Losung noch nicht, um die Absorption im lang 
welligen Ultraviolett sicher festzustellen. Aus diesem Untersehied in 
der Arbeitsweise erklart sich wohl] der abweichende Verlauf der Absorp- 
tionsbefunde. Die geringe Absorption in dem fraglichen Gebiet scheint 
aber biologisch bedeutsam, wie wir weiter unten sehen werden. Denn 


entsprechend dem Grotthus- Dra perschen Gesetz kann man nur von 


absorbierter Strahlung eine Wirksamkeit erwarten 
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B he strahlungsve rsuche wand shre pharmakologische juswertung 


Die vorstehenden Feststellungen machten eine Cherpr ufung unserer 
fruheren Versuche tiber die Entstehung einer Substanz mit histamin- 
ahnlichen Eigenschaften (kurz H-Substanz genannt) in einigen Punkten 


notwendig 


Sie hatten sich vor allem mit den quantitativen Fragen zu_be- 
schaftigen, denn aus der Arbeit der englischen Autoren (3) ergab sich, 
daB der UmwandlungsprozeB in qualitativer Hinsicht genau so verlauft, 
wie wir es friher gesehen hatten. 

Fir die Bestrahlungen in den Versuchen. tiber die wir hier berichten, 
kam eme Quarzquecksilberlampe der Firma Agema, Berlin, zur Verwendung 
220 Volt, 2.5 Amp.). Die Lampe war uns von der Firma freundlichst zur 
Vertiigung gestellt worden. Die Bestrahlungen der Histidinlésungen et 
folyten aus 10 bis 12 em Abstand in Quarzreavenzglisern. Die nachtolgende 
pharmakologische Auswertung der bestrahlten Losungen erfolygte wie 
truher (1 am tiberlebenden Meerschweinchenditinndarm in der dort be- 


hnebenen. fiir unsere Zwecke besonders emptehlenswerten Anordnung 


| QMuantitatives tiher die Entstehung det H-Substanz durch 


das gesamte Quecksilberdan pispe ktrun 


In unseren friheren Versuchen hatten wir gefunden. dab eine 
1°ige Histidinchlorhydratlésung nach einstiindiger Bestrahlung eine 
nicht unbetrachtliche Wirkung am tiberlebenden Meerschweinchendarm 
zeigt (1. « l Abb. | Abb. 4 veranschaulicht einen Versuch vom 





7. Marz 1930. indem 0.1 cem der bestrahliten HistidinlOsung etwa 


einem ! 





ioo Mg Histaminchlorhydrat in der Wirkung entsprach. Es 
handelte sich in diesem Versuch um ein Praparat mit einem Absorptions- 


verlauf, wie ihn die Kurve 1 der Abb. 2 wiedergibt 
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Abb. 5 zeigt das Ergebnis eines Versuchs vom 1. Juni 1931 mit 


dem Praparat Nr. 301051 (Absorptionskurve 1 der Abb. 1) Hie sTi 
entsprachen nach einstiindiger Bestrahlung 0.3 cem der Lésung_ in in 


ihrer Wirkung am Meerschweinchendarm ! 44, mg Histaminchlorhydrat 


Abb 


Meerschweinchendiinndarn 


1 Histidinchlorhydrat 
losung aml. VI. 1981 1 Std 
ius 10em <Abstand = mit 
der Agema-(Quarzlamy 


bestrahit 





Wir kénnen aus diesen Versuchen schlieBen, das die Umwandlung 
des Histidins wesentlich durch die Wellenlangen ab 245 as zustande 
kommt, da bei beiden Praparaten hier die Absorption stark einsetzt 
und der Wegfall der Absorption im langwelligen Ultraviolett, wenigstens 


bei einstiindiger Belichtung, allem Anschein nach bedeutungslos fi 


, . ) 

die Umwandlung ist P 
\\ 

2. Quantitatives tber die Entstehung der H-Substanz im lang ol 
welligen Ultraviolett I 


Weiterhin erwies es sich als notwendig. unsere Versuche iiber die 
Kinwirkung des langwelligen Ultravioletts (5) zu wiederholen Wi 
benutzten hier wiederum das Licht der Quecksilberdampflampe. ge 
filtert durch das UU. G. 2-Glasfilter der Firma Schott u. Gen.. das 
von 700 bis 405 40 alles sichtbare Licht zuriickhalt, im Ultraviolett 


die folgende Durchlassigkeit besitzt : 


} 3660 wn ci Lm / 2Q7 wu s 
/ 334 au 75 . / 293 wu §‘ 
/ 313 uu 39"), y) 289 wh i” 


/ 303 mu 14 


Hinter diesem Filter hatten wir nun Histidinlésung bestrahlt 
Abb. 6 zeigt einen Versuch vom 21. Marz 1930 mit einem verunreinigten 
Histidin, welches die Absorptionskurve 1 der Abb. 2 zeigte. Der Versuch 
laBt erkennen, daB nach 2 Stunden Bestrahlung hinter dem Filte1 
noch keine Entstehung von H-Substanz nachweisbar war (A,), wohl 
aber nach 4 Stunden Bestrahlung (A,) bei Zugabe von 0,1 cem einer 


als 1° ige Lésung bestrahlten Portion. Wie in den friiher bereits mit- 


geteilten Versuchen (1. c. 5, Abb. 5), entsprach hier 0,1 cem der 4 Stunden 
hinter dem Filter bestrahlten Portion, 0,1 cem der 1 Stunde ohne Filte1 


bestrahlten 1°,igen Losung. 

















> 
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mit Wir versuchten nun dasselbe mit dem englischen Histidin. Um 
lier caftigere Ausschlage zu erhalten, bestrahlten wir eine D>”? ige Losung 
in ind verwandten bei der Auswertung am Darm 0,3cem von jeder 
at 
ng Abb. 6 Meerschweinchendiinndarn 
de | v Histidinchlorhvdratlosung aus 10em Abstand mit Agema Quhrz 
hinter U.G. 2-Glastilter bestrahlt 
A s strahlten Portior 1, 01 r4s s 
ns H mg Histan rhvd 
ul 
Portion. Einen solchen Versuch zeigt die Abb. 7. Wir sehen die vollige 
Wirkungslosigkeit der unbestrahlten Portion O.3cem der | Stunde 
, ohne Filter bestrahlten Lo6sung (#,) glich in ihrer Wirkung uneefahr 
too ME Histamin, entsprechend der héheren Konzentration! des 
ie Histidins Wahrend wir bei dem Histidinpraparat, das’ die starke 
il 
" 
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rt 
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lh 
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} Abb Meerschweinchendiinndarn 
glisches His hlorhydra Ay Quarzlan 
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selektive Absorption im langwelligen Ultraviolett aufwies, schon nach 
4 Stunden Bestrahlung in 1°,iger Lésung den Effekt von 1 Stunde 
ungefilterter Bestrahlung bei der Auswertung am Darm sahen, zeigt 
uns Abb. 7 bei dem englischen Praparat (wo nur eine geringe Absorption 
im langwelligen Ultraviolett vorliegt, vgl. Kurve 3, Abb.2) nach 
6 Stunden Bestrahlung hinter dem Filter noch nicht die Wirkung von 
1 Stunde ungefilterter Bestrahlung! Dies wurde vielmehr erst nach 
7 Stunden erreicht! Genau so lagen die Dinge bei der Bestrahlung des 
einmal umkristallisierten Praparats Nr. 209279 (Absorptionskurve 1 det 
Abb. 3), wo nun auch die Absorption wegfiel (Versuch 80 und 81). 

Aus all dem geht hervor, daB wir in der spektroskopisch gefundenen 
Verunreinigung des Histidins eine fiir das langwellige Ultraviolettlicht 
sensibilisierende Substanz gefunden haben, welche die Umwandlung 
des Histidins in H-Substanz entsprechend ihrer Absorption in diesem 
Spektralbezirk begiinstigt. 

Ferner zeigen die Versuche, daB auch die geringfiigige Absorption 
des Histidinchlorhydrats im langwelligen Teil des Ultraviolettspektrums, 
die ihm nach unseren, wie den Messungen der englischen Autoren zu- 
kommt, hinreicht, um noch seine Umwandlung im langwelligen Ultra 
violett zu ermdglichen. 

Leider war eine nahere chemische Analyse der spektroskopisch 
gefundenen Substanz wegen der geringen Menge Ausgangsmaterial 
nicht méglich. Herr Prof. Dr. Steudel hatte die Liebenswiirdigkeit. 
einige Reaktionen mit der Mutterlauge des Praparats Nr. 209279 
(Absorptionskurve 3 der Abb. 2) anzustellen. Er konnte in ihr mittels 
der Berliner Blaureaktion Spuren von dreiwertigem Eisen nachweisen, 
von dem wir vermuten, daB es aus dem Hamoglobin stammte, aus dem 
nach freundlicher Mitteilung von Herrn Dr. M. Guggenheim (Basel), 
durch Hydrolyse die Histidinpraparate gewonnen wurden. 


3. Sensibilisierungsversuche mit Ferrichlorid. 

Der Nachweis von Fe’ bewog uns, friihere Versuche tiber den 
katalytischen EinfluB von Eisensalzen (I. c. 1) erneut aufzunehmen, die 
damals zu negativen Resultaten gefiihit hatten. In den vorliegenden 
Versuchen wurde Histidinchlorhydrat 1°, in 0,01° jiger Fe Cl,-Lésung 
gelést. Diese Konzentration erschien am geeignetsten, da die FeCl.- 
Lésung dieser Konzentration nur noch wenig gelb gefarbt ist. In 
unseren friiheren Versuchen hatten wir bei héheren Konzentrationen 
des Eisenchlorids eine Hemmung der Umwandlung des Histidins ge- 
sehen, die wir auf die Gelbfarbung bezogen. Nach unseren Unter- 
suchungen (Protokoll 22) absorbiert aber auch die 0,01°,ige FeCls.- 


Losung im gesamten Ultraviolett noch sehr stark. 
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In dem in Abb. 8 wiedergegebenen Versuch konnten wir bei Be- 
strahlung wahrend 1 Stunde keinerlei Unterschiede zwischen der mit 
Eisen versetzten Histidinportion B und der ohne Eisenzusatz bestrahlten 


Losung A erkennen, wenn das gesamte Hg-Dampfspektrum einwirkte 





Abb. 8. 
Meerschweinchendiinndarm 
H oo Mg Histamir I 0.3cem unbestrahlite Kontrolle, A Oseem 1 ige Histidit 
rhydratlosung 1Std. mit Quarzlampe bestrahlt B 03cem 1 Histidinchlorhydrat 
n 0.01 iger FeCl,-Lisung. 1 Std. bestrahlt 





Abb 9 
Meerschweinchendiinndarn 
( 0O3cem 1 ige Histidinchlorhydratlosung 2 Std. hinter U.G. 2-Glas bestra 
}) Oo3ecem 1 Histidinchlorhvdrat in 0,01° piger Fe Cla-Lésung. 2Std. ohne Filter bestra 


Die Verhaltnisse anderten sich aber, als wir zu Bestrahlungen 
hinter dem U. G. 2-Glasfilter tibergingen Abb. 9 zeigt. dab bei 
zweistiindiger Bestrahlung mit Eisenchloridzusatz (1) die Entstehung 
einer geringen Menge an H-Substanz am _ iiberlebenden Meer- 
schweinchendarm nachweisbar wird, wahrend die ohne Eisenzusatz 
bestrahlte Portion C unwirksam bleibt Noch deutlicher wird die 
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sensibilisierende Wirkung des Ferrichlorids in dem durch die Abb. I 


wiedergegebenen Versuch. Er zeigt die véllige Wirkungslosigkeit des 


unbestrahlten Histidins mit Eisenzusatz und den allmahlichen Anstie, 


der Wirkung mit der Bestrahlungszeit, bis dann die 6-Stunden-Portior 
(B,) in ihrer Wirkung die 1 Stunde ohne Filter bestrahlte Portion (B, 
sogar erheblich iibertrifft. Im Vergleich mit Abb. 7 diirfte die sensibili 
sierende Wirkung hier deutlich sein. 





Abb. 10 
Meerschweinchendiinndarm 
i o3cem 1 ige Histidinlisung 1 Std. aus l2em Abstand bestrahlt 
| O3cem 1 Histidin in 0,01 iger Fe Cl,-Lisung 1 Std. obne Filter bestra 
By = 0,.3eem 1 Histidin in 0,01 © ,iger FeClg-Lisung hinter U.G. 2-Glas 2 Std. bestrahilt 
Bg O3ecem 1 Histidin in 0,01 iger Fe Cl,-Lésung hinter U.G. 2-Glas 45 bestral 
B oseem I Histidin in 0,01 iger Fe Cl3-Lisung hinter U.G.2-Glas 6 Std. bestral 
! 03cem 1° 9 Histidin in 0,01 ger FeCl,-Losung unbestrahlt. 


Wir stellen also fest, daB dem Ferrichlorid die Wirkung eines 
Sensibilisators fiir langwelliges Ultraviolettlicht im Falle der Entstehung 
von H-Substanz aus Histidin zukommt. 


Ill. Besprechung der Ergebnisse. 

Mit Hilfe der Absorptionsspektroskopie im Ultraviolett ist es uns 
gelungen, im Histidin einen eisenhaltigen Korper mit charakteristischet 
Absorption im besonders erythemwirksamen Bezirk des Ultraviolett- 
lichtes nachzuweisen. Diesem Befund kommt allem Anschein nach 
praktisch eine groBe Bedeutung zu. 

Eisen befindet sich namlich in der Haut iiberall, auch in den blut- 
gefaBfreien Schichten!. Weiterhin findet man das Histidin in der Haut 


1 Vgl. dariiber bei Rothmann und Schaaf im Handbuch der Haut 
und Geschlechtskrankheiten Bd. I./2, 319. 
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nicht als freies Histidinchlorhydrat vor. Es ist vielmehr anzunehmen, 
daB es in Gemeinschaft mit solchen eisenhaltigen Verbindungen auf- 
tritt. Damit wird es in hohem Grade wahrscheinlich, daB dem von 
uns beobachteten UmwandlungsprozeB (des Histidins in einen Kérper 
mit histaminahnlichen Wirkungen) als photochemischer Grundlage 
(einiger Stadien) bei der Lichterythementstehung noch mehr Bedeutung 
zuzumessen ist, als wir selber urspriinglich angenommen haben (1) (6). 

Unsere Versuche haben die starke sensibilisierende Wirkung der 
unbekannten Substanz im langwelligen Ultraviolett dargetan. Wir 
haben weiterhin gezeigt, daB ein Teil der photokatalytischen Be- 
schleunigung der Histidinumwandlung in H-Substanz sich bereits durch 
Zusatz kleiner Mengen von FeCl, erreichen laBt. Jedoch gleicht dieser 
ProzeB nicht véllig demjenigen, den der unbekannte Korper bewirkt. 
Um MiBverstandnissen vorzubeugen, méchten wir ausdriicklich be- 
merken, dap wir in den Versuchen mit Eisenchlorid nur ein Modell 
schen, nicht aber ein wesensgleiches Beispiel des Sensibilisierungsvorganges 
mit der unbekannten Substanz. 

Durch unsere Versuchsresultate wird wohl der Einwand der 
englischen Autoren, daB ein solcher Umwandlungsproze8 des Histidins, 
wie wir ihn durch Bestrahlung mit dem Licht der Quecksilberdampf- 
lampe erreichten, im Sonnenlicht nicht in Frage komme, gegenstandslos. 
Der Einwand stiitzt sich namlich auf die Tatsache, daB die Autoren 
mit ihrem reinen Histidin nur Spuren der H-Substanz selbst nach 
stundenlanger Sonnenbestrahlung fanden. Durch den Nachweis der 
Sensibilisierung des Histidins durch die Beimengung des spektroskopisch 
festgestellten Korpers gewinnt die Annahme, daB ein ahnlicher ProzeB 
im Kérper méglich ist, stark an Wahrscheinlichkeit, selbst wenn die 
eine oder andere in vitro Reaktion scheinbar zu MiBerfolgen fiihrt. 


Die wichtige Rolle dieses unbekannten Stoffes fiir die Erythembildung, 
den wir uns wohl als eine eisenhaltige EiweiBverbindung vorzustellen haben, 
wird auch durch einige klinische Befunde unterstrichen, die mir Herr 
Kollege Gottron von der hiesigen Universitétshautklinik freundlichst zur 
Verfiigung stellte: Gottron stellte eingehende Untersuchungen iiber das 
Krankheitsbild der Purpura Majocchii an. Es handelt sich um eine Haut- 
krankheit, deren Wesen im Auftreten von Punktblutungen besteht (1. ec. 
7, 8.397). Bei an Purpura Majocchii erkrankten Personen fand nun Gottron 
eine abnorme Reaktion gegeniiber dem Ultraviolettlicht der Quarzlampe 
(l.c. 7, 8S. 451). Abgesehen von dem in seiner Arbeit mitgeteilten Auftreten 
petechialer Blutungen nach WHd6éhensonnenbestrahlung gesunder Haut- 
partien stellte er eine abnorme Reaktion gegeniiber Ultraviolettlicht hin- 
sichtlich der Erythembildung fest. Nach miindlicher Mitteilung des Herrn 
Gottron kam es namlich bei Bestrahlung im erkrankten Hautgebiet zu einem 


sehr starken 6dematésen Erythem. Gottron glaubte, diese Erscheinungen 
auf den erhéhten Blutdruck, den er bei den Patienten feststellte, zuriick- 
fiihren zu kénnen. 
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Wie ich an anderer Stelle ausfiihren werde, bedeutet Blutdruck- 
steigerung an sich noch keine Ursache fiir eine gesteigerte Ultraviolett- 
lichtempfindlichkeit der Haut. 

Im Falle der Purpura Majocchii diirfte der von Gottron histo-chemisch 
nachgewiesene gesteigerte Eisengehalt der Haut eher als ursachliches 
Moment dieser abnormen Erythemreaktion in Frage kommen.  Dafii 
spricht auBerdem, das von ihm beobachtete gelbliche, auf eisenhaltigen 
Pigmenten beruhende Kolorit der Patienten. Diese mehrere Jahre friihe: 
erhobenen klinischen Befunde scheinen also eine Bestatigung unsere: 
Annahme zu sein, da8 eisenhaltige EiweiBkérper als Sensibilisatoren fiu 
die Entstehung von H-Substanz im Ultraviolettlicht in Frage kommen. 

Dem spektroskopisch von uns gefundenen, chemisch unbekannten 
eisenhaltigen Begleitstoff des Histidins scheint also strahlenbiologisch 
eine bedeutsame Rolle bei der Erythemgenese zuzukommen. 


IV. Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, daB die friiher beobachtete charakteristische 
Absorption des Histidinchlorhydrats im langwelligen Ultraviolett von 
einer eisenhaltigen Verunreinigung herriihrt. 

2. Kine chemische Identifizierung des spektroskopisch erkannten 
Korpers lieB sich nicht erbringen, doch liegt die Vermutung nahe, dab 
es sich um einen eisenhaltigen EiweiBk6rper handelt. 

3. Die unbekannte Substanz sensibilisiert entsprechend ihrer 
starken Absorption im langwelligen Ultraviolett erheblich den Ent- 
stehungsprozeB von H-Substanz aus Histidin in diesem Spektralbereich. 

4. Es konnte gezeigt werden, daB mit Ferrichlorid eine ahnliche, 
wenn auch nicht so ausgepragte Sensibilisierung im langwelligen Ultra- 
violett méglich ist. 

5. Es wird auf die strahlenbiologische Bedeutung, welche die hier 
beschriebenen Prozesse fiir das Verstaéndnis der photochemischen 
Vorginge bei der Lichterythementstehung haben kénnen, auch an Hand 
einiger klinischer Beobachtungen hingewiesen. 
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Zur Kenntnis der Biolase. 


Von 
E. Glimm und I, v. Gizyeki. 


Aus dem Institut fir Nahrungsmittelchemie und landwirtschaftliche 
Gewerbe der Technischen Hochschule Danzig-Langfuhr.) 


(Eingegangen am 25. Mdrz 1932.) 


Einleitung. 

Seit einigen Jahren kommt ein Fermentpraparat ,,Biolase“ in 
den Handel, das zum Entschlichten von Geweben Verwendung findet. 
Ursprung und Art der Herstellung werden von der Firma Kalle & Co. 
geheim gehalten, es handelt sich wahrscheinlich um eine Bakterien- 
amylase. 

Die erste Literaturangabe iiber Biolase findet sich in Melliands Textil- 
berichten (1): ,,Biolase ist ein neues Diastasepriparat zum Entschlichten 
von Geweben, zur Herstellung von Schlichtmassen, Appreturen usw.‘ 
Ferner wird iiber Biolase auch an anderen Stellen derselben Zeitschrift (2) 
berichtet. Eine eingehende chemische Untersuchung finden wir erst in 
der Arbeit von Pringshetm und Schapiro (3): die Verfasser verwendeten 
ein fliissiges Biolasepraparat, wahrend wir speziell mit einem festen Produkt 


arbeiteten. An besonderen Ejigenschaften werden die hohe Tétungs 
temperatur und die groBe Resistenz gegen Hydroxylionen erwahnt. Die 
untersuchte Biolase ist trotz ihrer Alkalitaét (px 7,2) in wasseriger Lésung 


auBerordentlich haltbar. Die optimale Zone der Aktivitéts-px-Kurve ist 
ziemlich breit, sie liegt zwischen px 5,4 bis 7,0. Die verfliissigende Kraft 
ist sehr groB, selbst bei hohen Temperaturen, auch noch bei 90 bis 95°C, 
ist die Wirkung momentan. Maltose wird nicht angegriffen, aber aus Starke 
bildet sich direkt Glucose, besonders reichlich bei 37° C, daneben bildet sich 
ein reduzierendes Polysaccharid, das bei hGheren Temperaturen zum Haupt- 
produkt wird. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um das Trisaccharid 
von Ling und Nanji (4), das dieselben durch Verzuckerung von Starke 
mit Malzdiastase bei ziemlich hoher Temperatur erhielten. Bundesmann (5) 
schreibt iiber die Wirksamkeit der Biolase folgendes: .,Biolase fiihrt die 
Starke zunachst in lésliche Starke, sodann in Dextrin iiber. Ein weiter- 
gehender Abbau findet nicht statt. Wahrend nach Angabe der Hersteller- 
firma Biolase fl. C 3 z. B. schneller als die Malzdiastase auf Starke wirken 
soll, erfolgt nach den Versuchen von Prof. Dr. Haller (6) der Abbau der 
Starke durch Biolase fl. weniger prompt als bei der Malzdiastase und der 
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Pankreasdiastase. ,,Der Vorteil der Bakteriendiastase gegen Malz- und 
Pankreasdiastase besteht nach Bundesmann darin, daB sie héhere Tem 
peraturen vertragt. Die giinstigste Arbeitstemperatur ist 60 bis 65°C, 
Biolase vertrigt aber auch Temperaturen von 80° und mehr, sie ist von 
allen Diastaseprodukten am hitzebestandigsten. 


Wie aus der angefiihrten Literatur hervorgeht, bestehen in der 
Beurteilung der Biolasewirkung recht weitgehende Unterschiede. In 
der folgenden Arbeit soll versucht werden, zur Klarung dieser Wider- 
spriiche beizutragen und ein méglichst klares Bild von den Eigen- 
schaften der Biolase zu gewinnen. 

Da die Herstellerfirma sowohl feste wie fliissige Biolase in den 
Handel bringt, haben wir uns entschlossen, mit dem festen Praparat 
zu arbeiten ; denn dieses ist erstens sicherlich haltbarer als das fliissige 
Produkt, und zweitens hat man die Méglichkeit, sich stets wiede1 
Lésungen mit der gewiinschten Konzentration genau herzustellen. 


Die feste Biolase ist ein staubférmiges, feines, graues Pulver, das sich 
in Wasser mit brauner Farbe zum gréBten Teil lést. Der unlédsliche Riick- 
stand 14Bt sich leicht abfiltrieren. Wie das mikroskopische Bild zeigt, 
besteht er aus ziemlich stark korrodierten Koérnern von Kartoffelstarke. 

Beim Gliihen in der Platinschale verbrennen nur 5,3°,, die Haupt- 
masse des Handelspriparats Biolase ist demnach anorganisch. Sie besteht 
zu 50,2°,, aus Natriumsulfat und zu 46,2° , aus Natriumchlorid (berechnet 
auf die Gesamtsubstanz). Der organische Anteil muB also auBer der Starke 
das Enzym enthalten. 

Blaues Lackmuspapier wird durch die Lésung ganz schwach gerétet. 
Mit dem Walpoleschen Komparator wird das px einer 1°,igen Lésung 
festgestellt. Der passende Indikator ist p-Nitrophenol : 

Filtrierte Lésung. . .... . pu 6,0 
Unfiltrierte Lésung. . ... . pu 6,1 


Die klar filtrierte Biolaselésung gibt keine der gewéhnlichen EiweiB- 
reaktionen; beim Kochen bleibt sie ganz klar, die Biuretreaktion ist voll- 
kommen negativ, ebenfalls die Reaktion mit Ninhydrin und die nach Millon. 
Ein groBer UberschuB von Alkohol fallt die anorganischen Salze aus. 

Fehlingsche Lésung wird nicht angegriffen, aber mit «-Naphthol 
gibt es einen schwachen violetten Ring. Bei der groBen Empfindlichkeit 
der Reaktion kann es sich aber nur um Spuren von Kohlenhydrat handeln. 

Der Stickstof{gehalt betrigt nach Abfiltrieren der Starke 0,3°,, ent- 
sprechend einem Gehalt von 1,9°, Eiweif8 oder eiweiBahnlichen Stoffen. 
Er wurde in folgender Weise bestimmt : 

12,5g Biolase werden in 250cem Wasser gelést, dann filtriert. In 
50 cem des Filtrats wird die Trockensubstanz bestimmt. Je 50 ccm werden 
nach Kjeldahl verbrannt, destilliert und durch Titration der Lésung in 
der Vorlage der Stickstoffgehalt ermittelt. 

Es sei hier erwahnt, daB die kaufliche, fliissige Biolase etwas ab- 
weichende éuBere Eigenschaften besitzt, wie man aus den folgenden Angaben 
leicht ersehen kann. 


Biolase C 6 ist eine dunkelbraune, stechend riechende Fliissigkeit 
Als Konservierungsmittel ist Phenol oder Kresol zugesetzt, denn es gibt 
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mit Millons Reagens eine tiefrote Fairbung. Die Lésung enthalt keine 
festen Bestandteile, das mikroskopische Bild ist ganz klar, gegen Lackmus- 
papier ist sie neutral. Die Gesamttrockensubstanz betragt 7,8°,,, beim 
Gliihen derselben entwickelt sich ein eigenartiger Geruch nach verbranntem 
Leim. Der Aschengehalt der Trockensubstanz betragt 15,2°,. Die Asche 
enthalt Kalium-, Natrium-, Eisen- und Sulfationen. Die organische Substanz 
enthalt Eiwei8kérper, welche durch folgende Reaktionen nachgewiesen 
wurden: Beim Kochen der unverdiinnten Lésung fallen Flocken aus. Mit 
Alkohol gibt es einen braunen Niederschlag. Ninhydrin gibt nach 2 Minuten 
langem Kochen eine blauviolette Firbung. Verdiinnte Essigsiure und 
Ferrocyankali geben beim Kochen eine starke Triibung. 

Fehlingsche Lésung wird nicht angegriffen; dagegen gibt es mit 
z-Naphthol einen violetten Ring, der entweder durch Spuren von Kohlen- 
hydraten oder kohlenhydrathaltigen EiweiBkérpern bedingt wird. 

Der Stickstoffgehalt der organischen Substanz betragt 11,4°,, (nach 
Kjeldahl), entsprechend 71,4°,, EiweiBkérpern. Der Aminosiurestickstoff, 
bestimmt nach Soerensen, betrigt aber 6,0°,. demnach sind nur 33,8°, 
native EiweiBstoffe vorhanden, wihrend der Rest aus EiweiBabbau- 
produkten besteht. 

Wie aus den oben beschriebenen Eigenschaften hervorgeht, ist 
kaufliche, fliissige Biolase nicht einfach eine Auflésung der festen in 
Wasser, sondern es bestehen gewisse Unterschiede, die vermutlich durch 
verschiedene Art der Herstellung bedingt sind. Vielleicht lassen sich 
auch die widersprechenden Literaturangaben zum Teil darauf zuriick- 
fahren, besonders da nicht erwabnt ist, ob mit einem festen oder einem 
fliissigen Praiparat gearbeitet wurde. 


Priifung auf andere Enzyme. 


Um festzustellen, ob die Biolase ein einheitliches Produkt ist oder 
ein Gemisch mehrerer Enzyme, wurde auf Saccharase, Urease, Pro- 
teasen und Peroxydasen gepriift. 


I. Saccharase. 


Eine abgemessene Menge Rohrzuckerlésung wird mit einer bestimmten 
Menge Biolase versetzt und bei 37°C stehengelassen; daneben wird unter 
gleichen Bedingungen ein Parallelversuch angesetzt, dessen Biolaselésung 
aber vorher stark gekocht wurde, um das Enzym abzutéten. Nach 
24 Stunden werden die Lésungen polarisiert : 

Lésung mit gekochter Biolase. . . . . 42,7 Sekunden 


ungekochter Biolase. . . . 42.0 


Da der Unterschied zwischen den beiden Werten ziemlich gering ist 
(Fehler beim Wagen, beim Ablesen), so ist hiermit erwiesen, da8 in det 
Biolaselésung keine Saccharasen enthalten sind. 


II. Ureasen. 


In ein Reagenzglas wird etwas Harnstoff getan, dazu gibt man Biolase- 
lésung. Man halt das Gemisch einige Stunden bei etwa 35°. Da sich keine 
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Ammoniakabspaltung nachweisen l48t, kann man auf die Abwesenheit 
von Ureasen schlieBen. 
Ill. Proteasen. 


Peptische Enzyme sind in geringer Menge vorhanden, denn ein Fibrin 
flockchen, das man mehrere Tage lang mit der Biolaselésung zusammen 
stehenlaBt, wird angegriffen. 


IV. Peroxydasen. 


Ihre Anwesenheit ist erwiesen, denn mit Guajakharztinktur und 
Wasserstoffsuperoxyd gibt es eine schwache Griinfarbung. 


Ubersicht itiber Arbeitsweise und Art der Berechnung. 


Zuckerbestimmung. 


Fir die Zuckerbestimmung wurde die Methode von Wéillstdtter 
Schudel (7) angewendet, die sehr zuverlassige Ergebnisse liefert und schnel! 
auszufiihren ist. Wenn auch, wie die Versuche ergaben, beim Abbau det 
Starke durch Biolase verschiedene Zucker entstehen, so wurden die Werte 
doch einheitlich auf Maltose bezogen, da ja stets dieselben Abbauprodukte 
auftreten und es nur auf Erlangung von Vergleichswerten ankommt. Die 
Beziehung auf Maltose ist auch deswegen vorteilhaft, weil in der Literatur 
iiber die Wirkung anderer Amylasen die Werte immer auf diesen Zucker 
berechnet sind. ; 

Berechnung. 


Als MaB8 fir die Enzymwirksamkeit wurde seine ,,Verzuckerungs- 
fahigkeit’‘ genommen, die nach Euler und Svanberg durch die Forme! 
st k . g Maltose 
; g Praparat 
ausgedriickt wird. 

Die Herstellung der Lésungen. 


Die als Substrat verwendete Starkelésung wurde derart bereitet, daB 
5 g mit kaltem Wasser (zur Entfernung etwaiger reduzierender Substanzen) 
ausgewaschene Starke mit 200 ccm Wasser aufgekocht wurden. Nach dem 
Erkalten wurde durch Watte in einen 250-cem-MeBkolben filtriert, bis 
zur Marke aufgefiillt, nochmals im Wasserbad sterilisiert, durch ein Falten- 
filter filtriert und in 5ccm die Trockensubstanz bestimmt. Die Starke- 
lésung wurde alle 3 Tage frisch bereitet, um Versuchsfehler, durch Ver- 
anderungen der Starke bedingt, zu vermeiden. 

Um stets eine'bestimmte lonenkonzentration aufrechtzuerhalten, wurde 
mit Phosphatpuffergemischen nach Soerensen (8) gearbeitet. 


Einwirkung der Biolase auf gewiéhnlichen Stirkekleister. 


Um das Verhalten der Biolase gegen gewéhnliche Kartoffelstarke zu 
priifen, wurden vorerst zwei Versuche angestellt. Bei dem ersten wurden 
25 g kaufliche Kartoffelstarke mit 250 cem Wasser verkleistert, und danach 
mit 30ccm einer 5°),igen Biolaselésung versetzt, wobei die Beobachtung 
Pringsheims bestatigt wurde, daB die Wirkung eine fast momentane ist. 
Der vorher ziemlich steife Kleister wurde jetzt sofort diimnfliissig. Nun 
wurde das Gemisch einer zweistiindigen Verzuckerung bei 70° iiberlassen 
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ind schlieBlich noch 12 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Es 
zeigte sich, daB die Lésung Fehling reduziert, also Zucker enthalt, daB 
aber auch noch Dextrine vorhanden sind, da auf Zusatz von Alkohol eine 
Fallung eintrat. Die Zucker waren vergiarbar. wie sich aus ihrem Verhalten 
vegen Hefe ergab. 

Bei dem zweiten Versuch wurde die Biolasewirkung nicht bei 70°, 
sondern bei 45° untersucht. Die Verfliissigung und Auflésung des Kleisters 
erfolgte bei dieser Temperatur nicht so schnell. Es bildete sich auBerdem 
ein Koagulum, das zu Boden sank und keine Jodreaktion mehr zeigte. 
Anscheinend hat man es mit der sogenannten ,,zuriickgebildeten Starke‘ 
zu tun, die von Maquenne und Roux (9) beobachtet wurde, denn nach | 
\uflésung dieses Koagulums mit Alkali war die Jodreaktion wieder positiv, 
ein Verhalten, das fiir diese Starke charakteristisch sein soll. Nach Filtration 
der Lésung wurde sie genau wie im ersten Versuch weiter behandelt, die 
Ergebnisse waren entsprechend. 


Bestimmung des Dextringehaltes. 


Da in den vorigen Versuchen bei 40 und 70° gearbeitet wurde, wurden 
die Dextrine auch bei diesen Temperaturen bestimmt. 

1 Liter Starkekleister (50g Kartoffelstarke enthaltend) wird mit 
100 cem 5°, iger Biolaselésung verfliissigt, je 48 Stunden bei 40 bzw. bei 70° 
im Brutschrank gelassen, danach filtriert. Mit 20 ccm einer Aufschwemmung 
von kolloidalem Eisenhydroxyd wurde die Lésung enteiweiBt, dann im 
Vakuum bei einer Wasserbadtemperatur von 50 bis 60° auf 270 ccm ein- 
geengt. Darauf versetzte man die Lésung mit Schwefelséiure und Nahr- 
salzen (auf 100 ccm Lésung 2 cera n HgSQ,, 0,2 g saures Kaliumphosphat, 
0,2 g Ammonphosphat und 0,1 g Magnesiumsulfat) sowie Backerhefe und 
lieB 2 Tage bei 37° im Brutschrank stehen. 

Nach Beendigung der Garung wurde die Hefe abfiltriert (durch eine 
diinne Schicht Kieselgur auf der Nutsche), das klare Filtrat wurde auf dem 
Wasserbad in einer Porzellanschale auf 150ccm eingeengt, mit 15 cem 
25° iger Salzsiure versetzt und 3 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. 
Es bildete sich ein dunkler Niederschlag. Nach dem Erkalten wurde die 
Lésung mit Natronlauge neutralisiert. Man filtrierte in einen 300-ccem- 
MeBkolben, das rotbraune, klare Filtrat filllte man bis zur Marke auf. 

Ein Vorversuch zeigte, daB die Lésung viel zu konzentriert fiir die 
Fehling-Bestimmung war. deshalb wurden 5ccm auf 200ccm aufgefiillt. 


Davon wurden je 25ccm zur Glucosebestimmung verwendet. 





Abbau bei Cui dO Cu Glucose Dextrin 
oC mg mg mg Vig 
37 157.6 ‘ 125.9 64,2 55,4 
70 166.9 135,7 69,3 69.0 


Versuche zur Identifizierung der gebildeten Zuckerarten. 

Da, wie schon gesagt, die Meinungen iiber die Art der gebildeten 
Zucker sehr auseinandergehen, so haben wir auch einige Untersuchungen 
dariiber angestellt, und zwar haben wir im wesentlichen nach der 
Vorschrift von Pringsheim gearbeitet. 


30* 
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Verzuckerung bei 37°C. 


| Liter Starkekleister (50g Starke enthaltend) wurde mit 100 cen 
5° iger Biolaselésung verfliissigt und 2 Tage hindurch bei 37° im Brut 
schrank gehalten. Dann wurde filtriert, mit 20cem Ejisenhydroxyd 
aufschwemmung tiber Nacht stehengelassen, klar filtriert und auf etwa 
100 cem bei einer Wasserbadtemperatur von 50 bis 60° im Vakuum ein 
geengt. Dazu gab man 750ccm Alkohol und stellte die Lésung in Eis 
Es fiel ein Gemisch von Dextrin und Zucker aus, das an den Wanden haftete 
Die Flissigkeit wurde abgegossen, der Niederschlag vierma] mit je 100 cen 
80°,igem Alkohol ausgezogen. Die vereinigten alkoholischen Extrakt« 
wurden durch Abdestillieren des Alkohols eingeengt, zuletzt in eine Porzellan 
schale gegossen und auf das Wasserbad gestellt, bis ein Sirup zuriickbliel 
Dieser wurde in Wasser gelést, eine Probe davon wurde mit essigsauren 
Phenylhydrazin versetzt und 1 Stunde im Wasserbad erhitzt: Es fiel in 
der Warme eine erhebliche Menge eines Osazons aus, das heif abfiltriert 
wurde. Beim Erkalten schied sich dann im Filtrat noch ein zweites Osazo1 
ab. Das erste Osazon wurde aus absolutem Alkohol und Aceton un 
kristallisiert und bildete schéne, gelbe Nadeln. 


Gefundemes Quagom ...2sssee F208" 
Glucosazon .. Pie eee a a ea ren 


Mischschmelszpunkt. . ...... +. «+ »» 205° 


Wahrend hierdurch der Nachweis von Glucose erbracht wurde. gelang 
es leider nicht, das zweite Osazon in reiner Form zu gewinnen. Es lieB sich 
weder nach der Pringsheimschen Arbeitsmethode aus Wasser umkristalli 
sieren, noch aus Alkohol, Aceton und den anderen gebrauchlichen Lésungs 
mitteln. Man erhielt zwar anscheinend in den Lésungsmitteln gut aus 
gebildete Kristalle. doch verwandelten sich diese beim Abnutschen in eine 
klebrige, nicht kristalline Masse. 


Verzuckerung bei 70°. 


Es wurde zuerst ganz analog dem Versuch bei 37° gearbeitet. Nach 
dem Einengen auf etwa 400ccm wurde mit der zu diesem Zwecke ge 
zichteten Hefe Saccharomyces marxianus (auf mit CaCO, neutralisiertem 
Rosinensaft) die Glucose so lange vergoren, bis weiterer Hefezusatz keine 
CO,-Entwicklung mehr hervorrief. Nach dem Filtrieren iiber Kieselgu: 
wurde wieder enteiweiBt und im Vakuum bis zu sirupéser Konsistenz 
eingedickt, hiernach mit 80° igem Alkohol versetzt, worauf sich ein Zucker- 
Dextringemisch abschied. Dieses Gemisch wurde mehrmals mit siedendem 
Alkohel extrahiert, die vereinigten alkoholischen Ausziige wurden mit 
Knochenkohle entfarbt und darauf nochmals bis zum Sirup eingedampft 
Verrieb man diesen Sirup mit absolutem Alkohol, so schied sich eine weil} 
amorphe Masse ab. Dieselbe wurde abgesaugt, mit absolutem Alkoho 
ausgewaschen und im Exsikkator getrocknet. Die erhaltene Menge betrug 
10g. Im Gegensatz zu dem von Pringsheim erhaltenen Trisaccharid ist 
das von uns gefundene Produkt nicht hygroskopisch. 


Bestimmung des Grenzabbaues. 


Die Kenntnis des Grenzabbaues, d.h. der im Héchstfalle erzielten 
Verzuckerung, ist, wie schon erwahnt, notwendig fiir die Berechnung 
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der Verzuckerungsfahigkeit. Wir miissen den Grenzabbau als Maltose- 
prozente angeben, da wir auch die anderen Werte auf diesen Zucker 
beziehen. Die so ermittelte Zahl darf natiirlich nicht als absolutes MaB 
betrachtet werden, da ein Gemisch verschiedener Zucker vorliegt. 
Das ist wohl auch der Grund fiir die Differenzen zwischen dem Wert 
fiir den Grenzabbau, der sich aus der Bestimmung der Dextrine ergibt, 
und dem im folgenden Versuch erhaltenen Wert in Maltoseprozenten. 

25cem 2° iger Starkel6sung wurden mit 75ccm 5°, iger Biolase- 
lésung in einem MeBkolben von 250 ccm Inhalt 2 Stunden lang in ein 
Wasserbad von 65° gestellt (wie spaitere Versuche zeigen, liegt die optimale 
Temperatur bei 65°). Gleichzeitig wurden Blindversuche mit Starke und 
Biolase angesetzt. um den Eigenverbrauch dieser Lésungen an Jod in 
Rechnung setzen zu kénnen. Nach dem Erkalten wurde bis zur Marke 
aufgefiillt. In je 100cem wurde der Zucker nach Willstdtter-Schudel be- 


stimmt. Pro Versuch wurden 20cem n/10 Jodlésung verwendet. Die 
Titration ergab folgende Werte. Es wurde mit zwei verschiedenen Stirke- 
losungen gearbeitet. Lésung A enthielt 184,0 mg Trockensubstanz in 


l0cem, Lésung B enthielt 217,6 mg Trockensubstanz.. 





Verensh n 10 Thiosulfat Abbau 
ccm lo 
Starke A. 
ae : ree ie 10,30 56,0 
ae. ee ; : 10,50 57,0 
Blindversuch: Starke : 22.90 
Blindversuch: Biolase . . 17,70 
Starke B. 
ae ee ee ee 8.83 55.6 
ae a ~~ 8,70 56,4 
Blindversuch: Starke . . 22,70 
Blindyersuch: Biolase . . 17,40 


Aus diesen Zahlen ergibt sich ein mittlerer Wert von 56,0°,,. 


Die Bestimmung der Optimaltemperatur. 

Mit steigender Temperatur wird die Reaktionsgeschwindigkeit 
einer Fermentwirkung erhéht. Andererseits wird durch Erhéhung der 
Temperatur die Aktivitét der Fermente geschwacht, da die meisten 
von ihnen auBerordentlich empfindlich gegen Warme sind. Man muB 
also den Punkt zu bestimmen suchen, bei dem sich die steigernde und 
die abschwachende Wirkung ausgleichen [Oppenheimer (10)]. 

Durch Vorversuche hatten wir ermittelt, daB die giinstigste Temperatur 
um 65° herum liegt, indem wir den Bereich von 25 bis 100°C in Intervallen 
von je 5° untersucht hatten. Der jeweils gebildete Zucker wurde nach 
Fehling bestimmt. Den ermittelten Wert von 65° nahmen wir vorlaufig 
als Optimaltemperatur an und bestimmten zunichst die giinstigste Wasser- 
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stoffzahl, was im nachsten Abschnitt genau beschrieben wird. Die Aktivitats 
pu-Zone ist ziemlich groB, wir wahlten 6,2 als Optimum. 


Nach Festlegung dieser Bedingungen konnte man dazu tibergehen 
durch Verkleinerung der Intervalle die Optimaltemperatur scharfer zu 


begrenzen. Es wurde 


in folgender Weise gearbeitet: 


5eem Starkelésung (2°,), 10cem Biolaselésung (2°,) und 10 cen 


Phosphatpuffermischung (pH = 6,239) werden bei verschiedenen Ten 

peraturen 15 Minuten lang in groBen Reagenzglisern im ,,Stern‘* angesetzt 
Dann wird die Reaktion mit 3 Tropfen konzentrierter Natronlauge sistiert 
Nach dem Erkalten spiilt man die Lésung aus den Reagenzglasern in Erlen 
meyer-Kolben, versetzt mit 5cem n/10 Jodlésung, laBt tropfenweise n/1t) 
Natronlauge bis zur voélligen Entfarbung zuflieBen und 1a48t 15 Minuten 
im Dunkeln stehen. Danach wird mit Schwefelséiure angesaéuert und das 


iiberschiissige Jod mit n 
Die Ergebnisse werden 
der Optimaltemperatur 


10 Thiosulfat zuriicktitriert [| Wllstdtter-Schudel (7) 
in Maltosewerten ausgedriickt, wobei der héchste 
entspricht. 





Temperatur n/10 Thiosulfat 


0C ecm 
30 3,18 
35 3,18 
40 8,13 
45 2,80 
50 2,76 
55 2,70 
60 2.65 


Maltosewerte | Temperatur n/10 Thiosulfat Maltosewerte 
mg °C ecm mg 
33,2 65 2,60 43,3 
33,2 70 2,85 38,7 
33,5 75 2,98 36,3 
39,5 80 3,55 26,2 
40,3 85 4,63 6,7 
41,5 90 4,62 6,8 
42.4 95 4,63 6,7 





Hieraus geht auch wieder hervor, daB die Optimaltemperatur um 


65° herum liegt. 


Zur weiteren Begrenzung wird der Bereich von 60 bis 70° in Ab- 
staénden von je 2° untersucht. 





Temperatur n/10 Thiosulfat 


oC ecm 
60 2.40 
62 2.40 
64 2,40 


Zur Kontrolle wird 


Maltosewerte | Temperatur | n/10 Thiosulfat Maltosewert 


mg 9C ecm mg 

46,7 66 2,43 46,5 
46,7 68 2,50 45,0 
46,7 


die Versuchsreihe noch einmal wiederholt, abet 


mit frischer Starkel6sung. 





Temperatur n/10 Thiosulfat 


0c eem 
60 2,40 
62 2.43 
64 2,40 


Maltosewerte | Temperatur n/10 Thiosulfat Maltosewert« 


mg Cc ccm mg 

46,7 66 2,40 46,7 
46,5 68 2.45 46.0 
46.7 
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Die Optimaltemperatur liegt demnach nicht bei einem bestimmten 
Punkt, sondern umfaBt ein Intervall von 60 bis 66°. 
Um festzustellen, ob sich die Optimaltemperatur mit verandertem px 


1uch veraindert, wird eine Versuchsreihe in derselben Art wie vorher aus 
gefiihrt, nur hat jetzt das Phosphatpuffergemisch ein pH von 7,381. 





lemperatur n/10 Thiosulfat | Maltosewerte | Temperatut n/10 Thiosulfat Maltosewerte 
9C ecm mg { ecm mg 
60 2,72 41,0 68 2,62 42.8 
62 2,63 42,7 70 2,60) 43,2 
64 2,50 45,0 72 2,78 40,0 
66 2,60 43,2 74 2,90 37,8 





Die Optimaltemperatur bleibt also auch im alkalischen Medium un- 
gefahr in gleichem Bereich. 


Nun wird dieselbe Versuchsreihe in starker saurem Medium ausgefiihrt, 
und zwar bei einem px von 5,288. 





lemperatur n/10 Thiosulfat | Maltosewerte | Temperatur | n/10 Thiosulfat | Maltosewerte 


oC ecm mg °C ecm mg 
60 2.95 36,9 64 3,60 25,2 
62 3,60 25,2 66 4,40 10,8 


Wenn man also das px ins saure Gebiet verschiebt, so wird das 
Enzym hitzeempfindlicher, denn oberhalb von 65° wird der Abbau 
plotzlich sehr gering, wahrend wir im alkalischen und im nur schwach 
sauren Medium eine langsam abfallende Kurve erhielten. 


Die Bestimmung der optimalen Wasserstoffionenkonzentration. 


Die Wasserstoffionenkonzentration des Mediums gehért zu den 
wichtigsten Faktoren, die man zu beriicksichtigen hat, wenn man bei 
Fermentarbeiten reproduzierbare Werte erhalten will. Als Grundlage 
fir alle spateren Versuche bestimmen wir deshalb zunéchst das opti- 
male px: ‘ 

5ccem Starkelésung (2°,), 10cem Biolaselésung (2°,) und 10 cem 
Phosphatpuffermischung von verschiedenem px werden in einem groBen 
Reagenzglas vermischt und 15 Minuten lang bei 65° gehalten. Dann wird 


die Reaktion durch 3 Tropfen Natronlauge sistiert und der gebildete Zucker 
nach Wollstdtter-Schudel bestimmt. 


Wie aus den Zahlen der folgenden Tabelle hervorgeht, ist die 
Aktivitats-py-Zone ziemlich groB, sie reicht etwa von 7,381 bis 4,494. 


Als Optimum wurde 6,239 gewahit. 
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Pu n/10 Thiosulfat Maltosewerte Pu n/10 Thiosulfat Maltosewerte 

ecm mg cem mg 
9,182 3,44 27,7 6,643 2.83 39,2 
8,679 3,30 30.6 6,468 2,80 39,5 
8,338 3,24 31,7 6,239 2,78 40,0 
8,043 3,10 34,2 5,906 2,78 40,0 
7,731 3,20 32,5 5,589 2,80 39,5 
7,381 3,00 36.0 5,288 2.88 38.0 
7,168 2,93 37,7 4,944 2,90 37,9 
6.979 2,85 38,7 4.494 3,08 34.5 
6,813 2,93 37,7 


Reinigungsversuche mit Alkohol. 


Durch einen Zusatz von 50°, Alkohol zu der Biolaselésung wird un- 
gefahr die Halfte der Salze, hauptsachlich das Sulfat, ausgefallt. Nach 
Entfernen des Alkohols im Vakuum bei niedriger Temperatur und Auf 
fiillen auf das urspriingliche Volumen zeigt die Lésung nur eine schwache 
Abnahme der verzuckernden Wirksamkeit. 

Durch einen Zusatz von 75°, Alkohol wird das Ferment fast voll- 
standig mitausgefallt. 

Man kann nun auch die beiden Verfahren kombinieren, aber da auch 
dann die Menge der Ballaststoffe nur auf etwa die Halfte herabgedriickt 
wird, hat die Ausfallung mit Alkohol keinen praktischen Wert. 


Reinigung durch Dialyse. 


Es liegt nahe, unter den geschilderten Umstanden die Dialyse als 
bequeme Reinigungsmethode heranzuziehen, vorausgesetzt, da man 
eine Membran findet, die praktisch keine meBbaren Enzymmengen 
hindurchlaBt. 


Durch die gewdhnlichen Pergamentmembranen diffundiert gleich- 
zeitig mit den Salzen ein groBer Teil der Biolase hindurch. Ebenso erfolglos 
waren die Versuche mit selbsthergestellten Kollodiummembranen; sie 
wurden so hergestellt, daB der Einsatz eines DialysiergefaBes mit Pergament 
papier bespannt und darauf durch Ausschwenken mit einer Kollodium 
lésung ein diinnes Hautchen erzeugt wurde. 

Ein sehr gutes Ergebnis erzielten wir mit den Abderhaldenschen Hiilsen 
von Schleicher und Schill Nr. 579. Die Dialyse dauerte ungefahr 3 Tage. 
Das Chlorid wird volistandig entfernt, dagegen werden Spuren von Sulfat 
zuriickgehalten, was wahrscheirlich durch den kolloidalen Charakter der 
Enzymlésung bedingt wird. Die Trockensubstanz sinkt auf ! /595) des urspriing- 
lichen Wertes. Wenn die Hiilsen éfters benutzt werden, so bildet sich auf 
der Innenwand ein schleimiger Uberzug. der auch Teile des Ferments adsor 
biert. Fiir Biolase ist die Hiilse praktisch undurchlassig. 

Es wurde in folgender Weise gearbeitet: Von einer 5°,igen klar 
filtrierten Biolaselésung wurden 50 ccm in die Hiilse pipettiert, die man 
vorher in Wasser hatte quellen lassen. In einem groBen Becherglas mit 
destilliertem Wasser 1a8t man die Hiilse schwimmen. Zur Desinfektion 
wurde etwas Toluol zugesetzt. Das Wasser wird mindestens zweimal taglich 
erneuert. Nach Beendigung der Dialyse spiilt man den Inhalt der Hiilse 
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n emen 250-cem-MeBkolben und fiillt denselben bis zur Marke auf. Die 


e -o erhaltene Lésung wiirde einer |“ ,igen Originallésung entsprechen. 





Da uns der spater beschriebene Schnelldialysator im Anfang der 
(Arbeit noch nicht zur Verfiigung stand, benutzten wir die durch die Schleicher- 
schen Hiilsen dialysierte Biolaselésung zunachst als Grundsubstanz fiir die 
folgenden Reinigungsversuche. 

Eigenartig ist es, daB diese dialysierte Lésung ohne Pufferzusatz 
iiberhaupt keine verzuckernde Wirkung mehr zeigt. Das py hat sich 
durch die Dialyse nicht wesentlich geaindert, so daB die Unwirksamkeit 
nicht auf eine Verschiebung des py zuriickzufiihren sein kann. Vielleicht 
ist sie durch die fast vollstandige Elektrolytfreiheit begriindet [Oppen- 
heimer (11)]. 





1- Reinigung mit Tonerdehydrat. 

: Die besten Erfolge in der Enzymreinigung hat man bisher mit der 

1€ Adsorptions- und Elutionsmethode erzielt, die von Willstdtter und seinen 
Mitarbeitern ausgebaut wurde. Sie beruht darauf, daB man mit einem 

\. passenden Adsorptionsmittel das Enzym aus seiner Lésung niederschlagt, 
und dann durch geeignete Elutionsmittel wieder von demselben abtrennt ; 
dabei rechnet man damit, daB Begleitstoffe von dem Adsorbens entweder 

h nicht mit adsorbiert werden oder auch sich nicht wieder eluieren lassen. 

. Nach den Angaben der neuesten Literatur hatte man bei Amylasen 
gute Ergebnisse mit Aluminiumhydroxyd erzielt. Darum versuchten wir, 
dieses auch fiir die Biolase zu verwenden. Es handelt sich hier um eine 
Austauschadsorption (Oppenheimer, 1, 113), doh. es wird z. B. nur das 

™ Kation adsorbiert. Das Anion bleibt aber nicht als freie Saure in Lésung, 

“ sondern gebunden an ein Kation. welches im Austausch mit dem adsorbierten 


Ion aus dem Adsorbens in Lésung geht. Wd/lstdtter und Kraut (12) stellten 
nN vier verschiedene Tonerdehydrate her, die sie A, B, C und D nannten. Wir 
bereiteten sie uns nach den von ihnen gegebenen Vorschriften '. 


a Qualitative Vorversuche. 

le 10cem der 1°, igen dialysierten Biolaselésung werden mit 10 ccm 

t Tonerdehydrat versetzt, gut durchgeschiittelt und einige Zeit in der Kalte 

! stehengelassen. Dann wurde filtriert, 10 cem des Filtrats zu 5cem 1° iger 
Starkelésung gegeben und das Gemisch einige Zeit bei 60° gehalten. Ton 

n erdehydrat A. B, C adsorbierten das Enzym, denn auf Zusatz von Jod 

e. wurden die Lésunyen tief blau, d.h. das Filtrat enthielt keine nennens 

at werten Mengen Biolase mehr. .Tonerdehydrat D dagegen adsorbierte das 

el Enzym nicht. denn die Starkereaktion mit Jod war verschwunden; also 

g- schaltet das letztere fiir unsere Zwecke aus. 

at 

I Feststellung der zur Adsorption gerade ausreichenden Menge Tonerdehydrat. 

7 Je 5cem Biolaselésung werden mit 5, 10, 15 und 20ccm der ver 

“ schiedenen Tonerdegele versetzt, nach einigem Stehen in der Kalte filtriert. 

it das Filtrat mit Starkelésung zusammengebracht. Aus der Intensitaét det 

es Jodfarbung schlossen wir auf den Grad der Adsorption. 

‘h 





1924, 8, 





811; C. 





1923, 3 186; C. 1923, 1, 637. 
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Tonerde Jodfarbung fiir 


ecm A B ( 

5 violett violett blau 
10 blau blau - 
15 an a . 
20 


” 9” 


Um die erforderliche Menge Tonerdehydrat genau festzustellen, setzten 


wir, wie folgende Tabellen zeigen, Versuchsreihen an, in denen die Menge 


des Adsorbens um je 1 ccm steigt. 


Tonerdehydrat A. 





Tonerde Firbung mit Jod Tonerde Farbung mit Jod 


ceem ecm 
5 violett 8 blau 
6 dunkleres Violett 9 . 
7 blau-violett 10 a 


Also sind 8cem Tonerdehydrat A gerade ausreichend zur Adsorption 
der in 5cem Biolaselésung enthaltenen Enzymmenge. 


Tonerdehydrat B. 











Tonerde Farbung mit Jod Tonerde Firbung mit Jod 
ecm cem 
5 rosa 10 violett 
6 - " . elles bls 
_ Die Losungen farben sich 4 helles yas 
: " kontinuierlich dunkler Ie ” " allmablich 
8 " | 13 e M | dunkler werdend 
9 e 15 blau 


Von Tonerdehydrat B sind also 15ccm zur Adsorption erforderlich 


Tonerdehydrat C. 





? Tonerde Jodfarbung Tonerde Jodfarbung 
cem ecm 
3 violett 6 blau 
4 - 7 ‘ 
5 blau | 


5eem Tonerdehydrat C geniigen also bereits zur vollstandigen Ad 
sorption der Enzymmenge aus 5ccm Biolaselésung. 


Um die Wirksamkeit von A, B und C gegeneinander abwagen zu 
kénnen, muB8Bte ihre Trockensubstanz bestimmt werden. Je 10 ccm der 
verschiedenen Tonerdehydrate wurden zur Trockene eingedampft, gegliiht 
und gewogen. 
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Trockensubstanz in 10 cem: 


a «6 4 + 5 See 
ies <«s «0 
eee e+ + 5. 
Zur Adsorption der gleichen Enzymmenge (5ccm _ Biolasel6sung) 


werden demnach verbraucht: 





A B C 
ecem Tonerde. . . 8 15 5 
me ALO. 4 « 45.6 144.3 35,0 


Daraus geht hervor, daB von Tonerdehydrat C die geringste Menge 
notwendig ist. um eine bestimmte Biolasemenge zu adsorbieren. 


Elution. 


Zunachst wurde versucht, durch Turbinieren des Tonerdeenzym- 
niederschlags in reinem Wasser eine Elution zu erzielen, aber ohne Erfolg; 
ebenso hatte das Einleiten von gewaschener Kohlensaure unter gleich 
zeitigem Turbinieren keine Wirkung. Wie ein Vorversuch zeigte, trat mit 
Phosphatpuffergemisch eine Elution ein, in den folgenden Versuchen wurde 
dieselbe quantitativ festgelegt : 

10 cem der dialysierten Biolasel6sung werden mit 5 ccm Tonerdehydrat ¢ 
in einem trockenen Reagenzglas gut durchgeschiittelt, dann '/, Stunde 
lang in Eis gestellt. Danach wurde durch ein kleines Rundfilter filtriert. 
Der Niederschlag wurde mit destilliertem Wasser ausgewaschen. Nach 
gutem Abtropfen kam das ganze Filter in einen 100-cem-Erlenmeyer-Kolben 
und wurde mit 30cem Phosphatpuffer 1 Stunde lang turbiniert. Darauf 
filtriert man durch ein Faltenfilter. 10 ccm des Filtrats wurden mit einer 
vorher kolorimetrisch festgestellten Salzsiuremenge auf das optimale px 
gebracht und mit 5cem Starkel6sung zur Verzuckerung angesetzt. Die 
Abbauprodukte wurden wie iiblich nach Willstdtter-Schudel bestimmt. 








Pu n/10 Thiosulfat Maltosewerte Pu n/l0 Thiosulfat Maltosewerte 
ecm mg ecm mg 
9,182 keine Elution — 6,979 3,65 24,3 
8,043 - a _— 6,813 3,75 22.5 
7,731 4,20 14,4 6,643 3,60 25,5 
7,381 3,55 26,1 6,468 3.65 24,3 
7,168 3,70 23,4 6,239 4,75 4,5 


Das Optimum fir die Elution liegt also um den Neutralpunkt 
herum. Wir wahiten 7,381 als giinstigstes py» fiir das Elutionsgemisch. 

Wir hatten bis jetzt die einzelnen Phasen des Reinigungsprozesses 
untersucht und werden denselben nun im Zusammenhang durchfiihren. 
Der Arbeitsgang ist folgender: 

50cem einer 5° igen filtrierten Biolaselésung wurden in eine Schleicher 
Schiillsche Hiilse gefiillt und 3 Tage lang dialysiert. Dann wurde der Inhalt 
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der Hiilse in einen 250-cem-MeBkolben gebracht und aufgefiillt; diese 
Lésung entsprach nun einer |"°,,igen Originallésung. 

30cem derselben wurden mit 15icem Tonerdehydrat C geschiittelt 
und '/, Stunde in der Kalte stehengelassen. Dann wurde filtriert und de: 
Niederschlag mit dem Filter in einen 100-cem-Erlenmeyer-Kolben getan. 
Dazu gab man 30 ccm Phosphatpuffermischung (pH = 7,381) und turbinierte 
| Stunde lang. Dann wurde durch ein kleines Faltenfilter filtriert, 10 cem 
des Filtrats wurden mit 5ccm Starkelésung zusammen auf das optimale px 
gebracht. Darauf wurde in der beschriebenen Weise bei 65° verzuckert und 
titrimetrisch der gebildete Zucker bestimmt. 

Gleichzeitig setzten wir Versuche mit einer unbehandelten | °igen 
Biolaselésung und mit einer dialysierten Lésung an, indem wir unter gleichen 
Bedingungen und mit denselben Mengen arbeiteten. Wir erhielten folgende 
Werte: 





n/10 Thiosulfat Maltosewerte 
eem mg 
Ie Re a, ee 2.95 37,0 
‘ dialysiert . hegt e ae es 3,50 27,0 
‘ dialysiert, gereinigt mit Al, Os, . 3,85 20,7 


Um die erhaltenen Werte miteinander in Beziehung bringen zu kénnen, 
muBte die organische Trockensubstanz der drei verschiedenen Lésungen 
bestimmt werden. Die organische Trockensubstanz der Originallésung 
wurde durch Eindampfen zur Trockene und Bestimmung des Gliihverlustes 
ermittelt. Die Trockensubstanz der dialysierten Lésung wurde durch Ein- 
dampfen auf dem Wasserbad und Trocknen bei 100°C im Soxhlettrocken 
schrank festgestellt. Schwieriger gestaltete sich die Bestimmung fiir die 
Elutionsfliissigkeit von Tonerdeniederschlag, da dieselbe groBe Mengen 
Phosphat enthalt. Durch Eindampfen, Gliihen und Berechnen der organi- 
schen Substanz aus dem Gliihverlust wiirde man ziemlich ungenaue Werte 
erhalten, da sich Pyrophosphate bilden. Es war deshalb am zweckmaBigsten, 
zuerst durch Eindampfen und Trocknen die Gesamttrockensubstanz zu 
bestimmen. Dann wurde der Riickstand mit heiBem Wasser aufgenommen 
und in dieser Lésung der Phosphatgehalt quantitativ bestimmt, und zwa1 
in der iiblichen Weise als Magnesiumpyrophosphat. 


Ausfiihrung der Trockensubstanzbestimmung. 

50 cem der filtrierten 1 °,,igen Originall6sung wurden in einer Porzellan 
schale auf dem Wasserbad eingedampft, nach 24stiindigem Trocknen bei 
100° wurde der Schaleninhalt gegliiht. Daraus ergab sich eine organische 
Substanz von 21,0mg in 100 ccm Lésung. 

Die Trockensubstanz der dialysierten Lésung wurde durch Eindampfen 
und Trocknen zu 21,2 mg pro 100 ccm ermittelt. 


Elutionsfliissigkeit. 

50 cem werden eingedampft und getrocknet. 
Schale mit Riickstand .... . . 56,5860 ¢ 
Seer. oe ka ss ae ee 
Ee a ee eee ee 0.3822 g 
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Phosphat bestimmung. 
Tiegel I: 11,2588 Tiegel Il: 10,8126 
11,5524 11,1052 
0.2926 0.2926 
Die gefundenen 292,6 mg Pyrophosphat entsprechen 370, 1 mg Phosphat- 
gemisch [berechnet nach Liiers-Selliner (13)}. 
Die Differenz aus der Gesamttrockensubstanz. . . . . . 382.2 mg 
und dem Phosphatgemisch .......... +++. 89,1 
ergibt die gesuchte organische Trockensubstanz von . . . 12.1 mg 
in 50cem Elutionsfliissigkeit. 100 cem derselben enthalten demnach 


24,2 mg organische Substanz. 


Zusammenstellung. 





Organische Trockensubstanz in 100 cem 


mg 


Originallésung . . . a 21,0 
Dialysierte Losung .. . ae 21,2 


Mit Tonerde gereinigte Losung . ; 24,2 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, ist durch die Reinigung mit Ton- 
£ eu 


erdehydrat die organische Trockensubstanz auf die Halfte herabgesetzt 


worden. 


Die gereinigte Lésung zeigt ebenso wie die ungereinigte keine EiweiB- 
reaktionen, die «-Naphtholreaktion fallt ganz schwach positiv aus. 


Der Stickstoffgehalt steigt mit der Reinigung. Die Bestimmung 
desselben geschah in der gleichen Weise, wie bei der urspriinglichen Lésung 
beschrieben wurde. Zum Vergleich werden die drei Werte nebeneinander- 
gestellt. 





Stickstoff Fiweifi 


0 


Originallésung ..... ‘ ¥e 1.9 
Dialysierte Lésung ..... : 6 10,0 


Mit Tonerde gereinigte Lésung 3! 21,9 


Die Berechnung der Verzuckerungsfahigkeit erfolgte nach der Forme!l: 


k g Maltose 
g Praparat’ 


die im allgemeinen Teil bereits genau definiert worden ist. Die Ergebnisse 
sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt worden: 
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Trockensubstanz 


Maltose in 100 eem k Sf 
mg mg 
Biolase original . . . 37,0 21,0 0,02840 0,755 
Biolase dialysiert . . . . 27,0 21,2 0,01712 0,454 
Biolase gereinigt Se ak 20,7 24,2 0.01177 0,272 


Wie diese Zahlen zeigen, ist die Verzuckerungsfahigkeit durch 
beide Reinigungsprozesse ziemlich stark geschwacht worden. 


Reinigungsversuche mit Kaolin. 


Im allgemeinen hat man bei Amylasen keine guten Erfolge mit 


Kaolin als Adsorbens erzielt. Es soll nun versucht werden, ob Biolase 


sich gegen dieses Adsorptionsmittel anders verhalt; im Gegensatz zur 
Tonerde ist dasselbe negativ geladen. 


Die von uns verwendete Kaolinaufschwemmung enthielt 5g Kaolin 
in 100 cem Suspension. 

Je l0ccem einer 1°,igen dialysierten Biolaseldsung wurden mit je 
1,2 und 3ccm Kaolinsuspension versetzt, nach kraftigem Durchschiitteln 
und halbstiindigem Stehen in der Kalte wurde filtriert und das F iltrat auf 
verzuckernde Wirkung gepriift. Es zeigte sich, daB bereits 1 cem zur voll- 
standigen Adsorption geniigte. 

Fiir die folgenden Elutionsversuche fiihrten wir die Adsorption in saurem 
Medium aus, und zwar bei einem px von 4,494. Durch letztere MaBnahme 
soll naémlich in manchen Fallen die Elution erleichtert werden. Als Eluentien 
wurden verschiedene Reagenzien ausprobiert: Ammoniak, Phosphat- 
gemische, Kohlensiure. Ammoncarbonat in verschiedener Konzentration, 
tertiares Ammonphosphat, Hirschhornsalz und Harnstoff. 





n/10 Thiosulfat 





Eluens 
ecm 

Ammoniak, sehr verdinnt . 4,85 
Phosphatpuffer, py 4,494 . 4,90 

= Pu 9,18 4,70 
Koblensaure BRO oes Fale 4,80 
Ammoncarbonat 1 %ige Liésung . . 4,20 oe ef 
Ammoncarbonat 2%ige Lésung . 4,70 celia 40 eun 
1/,9n Tertiares Ammonphosphat . 4,60 - die 
3/,9n “ “f ; 4,80 
. go 0 ” * : 1,50 
Hirschhornsalz . . .. . er 4,30 
erneem ow tt Shetty . 4,80 
Boratpufferlésung pq 9,241 ..... 5,60 rece Tae 
ee: barron Rig °.ige Lésung . . 5,50 Blindversuch: 5,50 


Wie die Tabelle zeigt, scheint durch einige Ammoniumverbindungen 
eine Elution eingetreten zu sein. Eine genaue Untersuchung ergab aber, 
daB das Eluens selbst Jod verbrauchte, wodurch die zum Teil sehr hohen 
Zuckerwerte vorgetauscht wurden. Auf diese Erscheinung weist W illstdtter 
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n einer Besprechung ber seine Hypojodidmethode hin (14). Da es in 
inigen Fallen gelungen ist, vermittelst des Substrats, d. h. der Lésung, auf 
lie das Enzym wirken soll, eine Abtrennung vom Adsorbens zu erzielen, 
versuchten wir, diese Methode fiir die Kaolin-Biolaseelution anzuwenden. 

Das Filter mit dem Niederschlag von Kaolin und Enzym wurde in 
2° ige Starkelésung gebracht und einige Zeit bei 60° gehalten. Die Starke 
wurde aber nur sehr wenig angegriffen, denn die Jodfarbung war von Blau 
n Dunkelviolett tibergegangen. 

Darauf wurde eine Abtrennung des Enzyms vom Adsorbens durch 
fraktionierte Elution versucht. Erstens wurde zweimal nacheinander 
sekundirer Phosphatpuffer verwendet, zweitens sekundaéres Phosphat und 
darauffolgend 1°, ige Ammoncarbonatlésung. In beiden Fallen war der 
Erfolg negativ. 

Diese Ergebnisse entsprechen alle den bisherigen Literaturangaben 
uber Amylasereinigung mit Kaolin. 


Reinigungsversuche mit Kohle. 


Wir verwendeten vier verschiedene Kohlenarten. Erstens gewéhnliche 
Tierkohle, zweitens rohe Knochenkohle, drittens gereinigte Knochenkohle 
und viertens ein neues, sehr wirksames Prapraat, Carbo medicinalis Merck. 
Zuerst wurde der Aschengehalt der Kohlen bestimmt. 





Aschen- Aschen- 
Name gehalt Nr Name gehalt 
0 0 


0 0 


Tierkohle 18,5 III Knochenkoble, roh 79,5 
Carbo med. Merck 1.95 IV a gereinigt 6.6 


Je 20 cem der wie iiblich dialysierten Biolaselésung wurden mit einem 
kleinen Quantum der vier verschiedenen Kohlen versetzt, nach kurzem 
Stehen in der Kalte wurde filtriert. 10ccm der klaren farblosen Filtrate 
wurden mit Starkelésung zur Verzuckerung angesetzt und die Abbau- 
produkte titrimetrisch bestimmt. 





Kohle n/10 Thiosulfat 
ecm 
I 5,70 
IT 5,60 Blindversuch: 5,30 
III 4,80 
IV 5,60 
Diese Zahlen zeigen, daB die Kohlen I, I] und IV das Enzym voll- 
standig adsorbieren ; bei III ist eine sechwache Verzuckerung eingetreten, 
d. h. die rohe Knochenkohle besitzt wahrscheinlich infolge ihres hohen 
Aschengehalts ein schwacheres Adsorptionsvermégen. Wie spatere 
Versuche zeigten, tritt bei Anwendung gréBerer Mengen auch hier eine 
volistandige Adsorption ein. 
Es wurde nun versucht, ganz geringe Kohlenmengen anzuwenden, 
so daB das Enzym ungeschadigt bleibt, aber unter Umstanden Begleit- 
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stoffe entfernt werden. Mit Carbo medicinalis Merck, mit gereinigte: 
Knochenkohle und mit Tierkohle trat auch bei Anwendung kleinste: 
Mengen eine vollstaéndige Adsorption des Enzyms ein, wahrend es 
mit roher Knochenkohle gelang, vermittelst einer kleinen Menge ein 
Enzymlésung zu erhalten, die in ihrer Wirkung kaum geschwacht wat 

20ccem dialysierte Biolaselésung wurden mit je 100, 200 usw. mg 
roher Knochenkohle versetzt, '/, Minute lang zwecks gleichmaBiger Ver 
teilung tiichtig geschiittelt und nach halbstiindigem Stehen in der Kalte 
filtriert. 1l0ccem des Filtrats wurden mit Pufferlésung und Starke zw 
Verzuckerung angesetzt, zum Vergleich gleichzeitig ein Versuch mit 10 cen 
unbehandelter Biolaselésung. 








Kohle n'10 Thiosulfat Kohle n/10 Thiosulfat 
mg ecm mg cem 

50 4,20 500 5.15 
100 4,40 ohne Kohle 4,15 
200 4,60 Blindversuch (Starke) 5,30 
390 4,80 


Bei Anwendung von 50mg roher Knochenkohle wird also das 
Enzym nicht in seiner Wirkung beeintrachtigt. Da die Trockensubstanz 
aber ebenso hoch geblieben war wie in der unbehandelten Lésung, hat 
diese Reinigungsmethode keinen Wert. Wir versuchten es deshalb auf 
umgekehrtem Wege, indem wir die Kohlenmenge feststellten, die zur 
Adsorption gerade usreichte, um dann das Enzym von der Kohle 
wieder zu eluiere:i.. Als Eluenzien verwendeten wir Phosphatpuffer- 
lésungen von verschiedenem py und Kohlenséure. Auch dieses Ver- 
fahren blieb ohne Erfolg, wie folgendes Versuchsprotokoll zeigt : 


Je 30 cem Biolaselésung werden mit 1,5 g Knochenkohle 30 Sekunden 
lang geschiittelt, dann kalt gestellt. Darauf wurde durch Rundfilter filtriert, 
das Filter nach dem Auswaschen mit Kohle und Enzym in je 30ccem 
Phosphatpufferlésung von verschiedener px gebracht, '/, Stunde turbiniert, 
dann auf 45° erwarmt. Man filtrierte, brachte auf die optimale pu, und 
bestimmte den Staérkeabbau nach Willstdtter-Schudel. 





n/10 Thiosulfat 


Pu 
cem 
4,944 5,40 
5,589 5,40 
6,239 5,38 
6,643 5,38 Blindversuch: 5,35 
6,979 5,38 
7,381 5,40 
8,043 5,40 
8,579 5.45 
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Zur Elution mit Kohlensaure wurde das Filter in 30 cem Wasser durch 
Turbinieren zerteilt, dann wurde 1 Stuade hindurch Kohlensadure ein- 
geleitet, einmal bei Zimmertemperatur und einmal bei 40° C. 





a OT P 
Temperatur n 10 Thiosulfat 


ecm 


18° 5,50 | . 

= toe $ arsuch: 5,40 

40 538 | Blindversuch: 5,4 

Also ist weder mit den verschiedenen Phosphatmischungen noch 
mit Kohlensaéure eine Elution eingetreten. 


Reinigungsversuche mit Zirkonhydroxyd und mit Kieselgur. 

lg Zirkonhydroxyd (Merck) wurde mit 50 ccm Wasser suspendiert, 
10cem dieser Suspension wurden mit 5ccem dialysierter Biolaselésung 
geschiittelt. kurze Zeit in Eis gestellt und danach filtriert. Das Filtrat 
besaB starke verzuckernde Wirkung, wie aus der negativ ausfallenden 
Jodreaktion hervorging. Auch durch Anwendung gréBerer Mengen des 
Hydroxyds und Anderung der Wasserstoffzahl des Mediums konnte keine 
Adsorption mit Zirkonhydroxyd erzielt werden. 

In der gleichen Weise wurde mit einer Suspension von Kieselgur in 
Wasser gearbeitet, welche auch keine adsorbierende Wirkung auf die 
Biolase ausitibte. 


Reinigungsversuche durch Adsorption und Elution mit den Dialysierhiilsen 
von Sehleicher und Schiill Nr. 579. 


Wenn eine Hiilse mehr als zweimal gebraucht worden war, so zeigten 
die zu dialysierenden Lésungen nach etwa 8 Tage kein Verzuckerungs- 
vermégen mehr. Es war zu vermuten, daB die Memwran das Enzym ad- 
sorbierte. Um das festzustellen, wurde eine viermal gebrauchte Hiilse 
zerschnitten, die kleinen Stiickchen wurden mit Pufferlésung und Starke- 
lésung zusammen in ein Reagenzglas gebracht und einige Zeit bei 60° ge- 
halten. Dabei trat ein Starkeabbau ein. Diese Eigenschaft der Hiilse. das 
Enzym zu adsorbieren und unter Umstanden wieder abzugeben, versuchten 
wir zu einem Reinigungsverfahren auszunutzen. 

Man lieB die Hiilse je 3 Tage mit frischer 5°,iger Biolaselésung stehen. 
Dann wurde zum vierten Male frisch gefiillt und langere Zeit stehengelassen, 
das Wasser wurde taglich erneuert. Nach 10 Tagen zeigte die Enzym- 
lésung keine verzuckernde Wirkung mehr. Darauf wurde eine der Hiilsen 
in vier méglichst gleichmaéBige Teile geteilt, jeder Teil fiir sich ganz klein 
geschnitten und in einen Erlenmeyer-Kolben gebracht. Man gab 30 cen 
Phosphatpufferlésung von verschiedenem px dazu und lieB einige Zeit bei 45° 
stehen. Die Feststellung der verzuckernden Wirkung ergab folgende Werte 





n/10 Thiosulfat 


PH 
cem 
6,239 4,20 
7,168 5,10 Blindversuch: 5,59 
8,043 5.1 
9,182 5.30 


Biochemische Zeitschrift Band 248 31 
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Es scheint also im sauren Gebiet eine Elution einzutreten, deshalb 
wird dieses weiter untersucht, indem man eine weitere Hiilse in vier gleich- 
maBige Stiicke teilt. Die Teile werden ebenso behandelt, wie im vorigen 
Versuch beschrieben wurde. 





n/10 Thiosulfat 


PH 
cem 
6,239 4,70 | 
5,906 4,60 Blindversuch: 5,50 
5,288 5,30 
4,494 5,45 


Die giinstigste Elutionsméglichkeit bietet also ein Phosphat- 
gemisch von dem px 5,906. 


Man kennt nun die optimalen Bedingungen fiir Adsorption und Elution 
und verfahrt in folgender Weise: 

Zwei Hiilsen werden mit je 50cem 5°, iger Biolaselésung dreimal 
3 Tage lang stehengelassen. Dann fiillte man nochmal 50 ccm ein und lieB 
12 Tage lang stehen. Danach goB man den Inhalt jeder Hiilse in eine Por- 
zellanschale und bestimmte darin die Trockensubstanz durch Eindampfen 
auf dem Wasserbad und 24stiindiges Trocknen im Soxhleth-Schrank bei 100°. 





I IT 
Schale mit Rickstand 2 55,4910 56,2250 
Schale leer . as ; 55,4682 56,2010 
Riickstand .. id 0,0228 0.0240 


Demnach betraigt der Mittelwert fiir die Trockensubstanz 23,4 mg. 


Der stark getrocknete Riickstand war in Wasser nicht wieder 
vollkommen léslich. Der in Wasser geléste Anteil zeigte Sulfatreaktion, 
da Spuren von Sulfat am Enzym adsorbiert und daher durch Dialyse 
nicht abzutrennen sind. 


Die beiden Hiilsen wurden in kleine Stiicke geschnitten und jede in 
einen 100-ccm-MeBkolben gebracht. Dazu gab man 80ccm Phosphat- 
mischung von einem pu = 5,9, schiittelte gut durch und stellte die K6lbchen 

, in ein Wasserbad von etwa 45°. Nach dem Erkalten wurde auf 100 ccm 
aufgefiillt und filtriert. Die im Kolben zuriickgebliebenen Schnitzel wurden 
nochmals mit 50 ccm derselben Phosphatmischung extrahiert. 

Die auf diese Weise erhaltene Elutionsfliissigkeit gab keine Reaktionen 
mit Alkohol, mit Millons Reagens und mit Ninhydrin. «-Naphthol gab 
einen sehr schwachen violetten Ring. Auch nach Hydrolyse mit Salzsaure, 
um etwaige EiweiBkérper in Aminoséuren umzuwandeln, war die Ninhydrin- 
reaktion negativ. 


Verzuckerungsversuche mit 5ccm Starkelésung und 10 ccm Elutions- 
fliissigkeit ergaben folgende Werte: 
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n/10 Thiosulfat Maltose 
ecm neg 
1. Eluat. . a ve 5,08 
2. Eluat. ee ee ee 5,30 
Blindversuch. ...... 5,40 


Die zweite Elutionsfliissigkeit braucht man also nicht zu beriicksichtigen, 
da sie nur noch Spuren des Enzyms enthialt. 

Die verwendete Starkelésung enthielt 214,0mg Trockensubstanz 
in 10 ccm. 

Die Bestimmung der organischen Substanz des Eluats geschah ebenso, 
wie bei der Reinigung mit Aluminiumhydroxyd angegeben wurde: Gesamt- 
trockensubstanz 0,4320 g¢ pro 50 ccm. 

Die darin gefundenen 339,2 mg Mg,P,O, entsprechen 416,5 mg Phos- 
phatgemisch [berechnet nach Liiers-Sellner (13))}. 

Die Differenz aus der Gesamttrockensubstanz und dem Phosphat- 
gemisch ergibt dre gesuchte organische Trockensubstanz von 15,5 mg. 

Demnach sind von der ganzen Hiilse 31,0 mg organische Substanz 
eluiert worden. 

Aus der Trockensubstanz und dem bei den Verzuckerungsversuchen 
ermittelten Maltosewert errechnet sich die Reaktionskonstante k zu 
0.002495 und die Verzuckerungsfahigkeit Sf zu 0,0483, ist also gegen 
eine unbehandelte Lésung um etwa den zwanzigsten Teil gesunken, 
so daB auch mit dieser Methode kein brauchbares Resultat erhalten 
wurde. 


Dialyse mit dem Schnelldialysator, nach der Vorschrift von Gutbier, 
Huber und Schieber (15). Der verwendete Apparat (Annawerke) besteht aus 
einem SteingutgefaB. durch welches staéndig Wasser hindurchgeleitet werden 
kann, aus einer gefalteten Pergamenthiille, die drehbar aufgehingt ist, und 
aus einem Steingutriihrer. Hiilse und Riihrer werden durch eine Turbine 
oder einen Elektromotor in entgegengesetztem Sinne bewegt:. 

25 g feste Biolase wurden zu 500 cem gelést, filtriert, die klare Fliissig- 
keit wurde in die Hiilse des Dialysators gefiillt. Wir leiteten zunachst 
Leitungswasser hindurch, um die Hauptmenge der Salze zu entfernen, 
schlieBlich so lange destilliertes Wasser, bis die Chloridreaktion negativ 
ausfiel. Die Sulfatreaktion verschwand auch bei langerem Dialysieren 
nicht. Dann wurde die Lésung in einen Kolben gespiilt, es hatten sich 
voluminése Flocken ausgeschieden, die abfiltriert wurden, das Filtrat 
wurde zu einem Liter aufgefiillt. Die Flocken wurden gut ausgewaschen, 
dann mit Phosphatpuffer aufgeschwemmt und festgestellt, ob sie eine ver- 
zuckernde Wirkung besitzen. 

100cem enthalten 61,6 mg Trockensubstanz (die Lésung entspricht 
einer 2'/,°,igen Originallésung). 10cem der dialysierten und filtrierten 
Biolaselésung werden mit 5cem Starkelésung zur Verzuckerung angesetzt. 

Die verwendete Starkelésung enthalt in 5ccem 103,8mg _ Trocken- 
substanz. 


31* 

















470 E. Glimm u. I. v. Gizycki: 





n 10 Thiosulfat Maltose Abbau 
cem mg 

Dialysierte Losung und Puffer... . 3,30 29,75 28,7 

s es ohne, “fo rae 3,25 30,52 29,4 
Blindversuch (Starke) .. .. . 5,40 
“ (Biolase) . Vat Sey ee 5,70 

Aufschwemmung d. abfiltrierten Flocken 4,30 16,78 16,2 

Originalldsung ...... . . 2.75 34,34 32,3 
Blindversuch (Biolase) . ; ss a 5,40 


Die prozentuale Verzuckerung ist also durch die Dialyse nur etwas 
gesunken. 


Die Flocken haben wahrscheinlich etwas von dem Enzym inkludiert und 
mitgerissen, da der Niederschlag aber aus 1000 ccm Lésung stammt, wahrend 
pro Versuch nur 10 cem verwendet werden, so wiirde der Verlust fiir einen 
Versuch nur 0.2 mg Maltose betragen, kann also vernachlassigt werden. 


Kigenartig ist es, daB die dialysierte Lésung ohne Pufferzusatz 
ebensogut verzuckert wie mit demselben, was bei der Lésung, die in 
Abderhalden-Hiilsen dialysiert war, nicht eintrat. 


Durch die folgenden Versuche soll die Zeitdauer der Reinigung mit dem 
Schnelldialysator festgestellt werden: 


800 cem 5” ige filtrierte Biolaselésung wurden in die Membran gefiillt. 
Die ersten 3 Stunden wurde mit Leitungswasser dialysiert, danach mit 
destilliertem Wasser, letzteres dauerte bis zum Verschwinden der Chlorid- 
reaktion 20'/, Stunden. Wahrend der Nacht blieb die Apparatur ohne 
Riihren mit Wasser gefiillt stehen. Die Sulfatreaktion blieb schwach 
positiv, es schieden sich wieder Flocken aus, die abfiltriert wurden. Zur 
Konservierung wurde Toluol zugesetzt. 

Aus dem Versuch ergibt sich, daB die Zeitdauer der Dialyse etwa 
20 Stunden betragt. 

Nun wurden zwei verschiedene schnell dialysierte Lésungen auf ihre 
Wirksamkeit untersucht: 

Lésung I war 3 Wochen vorher dialysiert und mit Chloroform versetzt 
worden; die Flocken wurden erst kurz vor Gebrauch der Lésung abfiltriert. 

Lésung II war unmittelbar vor dem Versuch dialysiert und mit Toluol 
versetzt worden (die im vorhergehenden Versuch beschriebene Lésung) 

Zunachst wurde von beiden Lésungen die Trockensubstanz in j 
50 cem bestimmt zu 0.0650 bzw. 0,0568 g. 

Die organische Trockensubstanz einer zum Vergleich verwendeter 
Originallésung wurde durch Eindampfen zur Trockne und Gliihen be 
stimmt zu 0,0514 g¢g. 


Versuchsanordnung. 5cem Starkelésung, 10 cem Enzymlésung, 10 cen 
Pufferlésung. Versuchsdauer: 15 Minuten. Die verwendete Starkelésung 
enthielt 108.6 mg Trockensubstanz in 5 ccm. 





St 








twas 


tund 
rend 
einen 
rden. 


isatz 
ie in 


dem 


fiillt. 
} mit 
lorid- 
ohne 
wach 


Zur 
etwa 
’ ihre 
rset zt 
riert. 
‘oluol 
ung). 


in je 


dete! 
n be 


yeen 


Suny 





Zur Kenntnis der Biolase. 471 





Lisung Thiosulfat Maltose Abbau 
| cem mg ; 

re OF ee ata — oo 2,52 40,4 37,2 
I, Blindversuch . . ie ; 5,50 
ake soe 2 a we ; ae 3,05 34,6 31,9 
Il, Blindversuch. . .. . PG i. s 5,70 
ee ae ee eee 1,20 36,2 33,3 
Originallésung, Blindversuch .... . 3,95 
Starke, Blindversuch. . . i pe eed 5,50 


Die Werte der Verzuckerungsfahigkeit werden in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt : 





Trockensubstanz 


Lisung Maltose in 10 ecm k sf 
mg mg 
Poet ies pt ee 40,4 13,0 0,03160 0,1475 
Pig aba i ht Sr hy Oe 34,6 11,4 0,02436 0,1300 
Originall6sung a 36.2 10,5 0,02618 0,1516 


Das Resultat der Dialysierversuche 14Bt sich dahin zusammen- 
fassen, daB 


1. die Wirksamkeit des Enzyms nicht verringert wird, wie aus dem 
Verzuckerungsvermégen hervorgeht, 


2. die Schnelldialyse von derjenigen in Schleicher-Schiillschen 
Hiilsen den Vorzug der Zeitersparnis und der Verarbeitung erheblich 
gréBerer Mengen hat. 


Konzentrierung der dialysierten Enzymlisung. 


Etwa 2 Liter Enzymlésung aus dem Schnéllidialysator wurden im 
Vakuum bei einer Wasserbadtemperatur von 40° bis zur Trockne eingedampft. 
Hierbei blieb eine braéunliche Masse zuriick, die in Wasser nur zum Teil 
wieder gelést werden konnte. Nach dem Abfiltrieren wurde die dunkel- 
braune, klare Lésung auf 100 ccm aufgefiillt. Sie ergab mit Alkohol und 
mit Aceton einen Niederschlag, mit Millons Reagens eine braune Fillung, 
aber keine Rotfarbung. Die Reaktion mit Ninhydrin war negativ. Mit 
a-Naphthol erhielt man einen schwachen violetten Ring. 


Anordnung des Verzuckerungsversuchs. 5cem Starkelésung, 10 cem 
Puffer und 5ccm der konzentrierten Enzymlésung. Versuchsdauer : 
15 Minuten. Temperatur: 65°. 

Die Trockensubstanz der Enzymlésung betrug 52 mg in 5cem, 5cem 
Starkelésung enthielten 94,2 mg Trockensubstanz. 
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Lisung Thiosulfat Maltose Abbau 
ecm mg 0 
Konzentrierte Biolaselosung ... . 2,45 40.4 42.9 
Blindversuch (Biolase) . . ; r 5,40 
Blindversuch (Starke) . . ee 5,50 


Aus dem erhaltenen Wert errechnet sich die Reaktionskonstante k 
zu 0,04511, die Verzuckerungsfahigkeit betragt 0.04564, ist also im 
Verhaltnis zu den nicht eingeengten Lésungen sehr stark gesunken. 


Zusammenfassung, 


Die feste Biolase ist ein Gemisch, welches zu etwa 5°, aus organi- 
scher, zu 95°, aus anorganischer Substanz besteht. Die organische 
Substanz setzt sich zusammen aus Enzymen, die vorwiegend Amylase- 
eigenschaften besitzen, aber auch geringe proteolytische und _per- 
oxydatische Wirkung entfalten: daneben findet sich ein gréBerer 
Anteil an Kartoffelstirke. Die anorganischen Bestandteile setzen sich 
zusammen aus Natriumchlorid und Natriumsulfat zu ungefahr gleichen 
Teilen. 





Die Auswertung unserer Versuche deutet mehr auf die Pringsheim- 
schen Ergebnisse hin, daB namlich fester Starkekleister momentan 
verfliissigt wird, und daB der Abbau nicht bei Dextrinen haltmacht, 
sondern bis zu Zuckern fortschreitet, vorausgesetzt, daB die Eigen- 
schaften der festen Biolase denen der fliissigen entsprechen. Bundesmann 
gab hingegen an, wie schon in der Einleitung erwahnt, da Biolase 
nicht sehr rasch wirkt und nur bis zu Dextrinen abbaut. 

. Was die Art der gebildeten Zucker anlangt, so konnte Glucose 
nachgewiesen werden, wahrend das von Pringsheim erhaltene Tri- 
saccharid nicht gefunden werden konnte. Der von uns erhaltene Koérper 
war weder hygroskopisch, noch lieB sich ein Osazon daraus gewinnen. 

Die Starkekérner lassen sich selbstverstandlich durch Filtration 
entfernen,’ auch lieBen sich die anorganischen Salze durch Dialyse 
fast quantitativ abtrennen, wobei uns der Schnelldialysator gute 
Dienste leistete. Die zuriickbleibenden Spuren von Sulfat sind wahr- 
scheinlich an das Enzym adsorbiert. 


Mit Tonerdehydrat C gelang eine recht gute Adsorption und Elution, 
wobei allerdings die Verzuckerungsfaihigkeit auf die Halfte sank. Mit 
Kohle und Kaolin lieB sich die Biolase wohl adsorbieren, aber die darauf 
folgende Elution miBlang. Mit den Schleicher-Schiillschen Hiilsen war 
die erzielte Elution verhaltnismaBig gering. 
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Jber die Verdaulichkeit des Holzzuckers. 


Von 
F. Honeamp, H. Hilgert und W. Wohlbier. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen 
Versuchsstation Rostock i. Meckl.) 


(Eingegangen am 25. Mdrz 1932.) 


Infolge der neueren Arbeiten und Bestrebungen von F. Bergius 
beansprucht das Verfahren der Holzverzuckerung heute nicht nur ein 
rein wissenschaftliches Interesse, sondern seine praktische Durch- 
fiihrung kann auch landwirtschaftlich und volkswirtschaftlich von 
groBer Bedeutung werden!. Der Zweck der vorliegenden Untersuchungen 
war, durch Ausnutzungsversuche mit Schafen und Schweinen die 
Verdaulichkeit des bei der Holzverzuckerung anfallenden Hydrolysats 
festzustellen. Es handelt sich hierbei zunaéchst um einleitende Versuche. 
Weitere Untersuchungen gleicher Art mit verbesserten Holzhydrolysaten 
sind bereits in Aussicht genommen. Um Sinn und Zweck der Holz- 
und StrohaufschlieBung zu verstehen, miissen die besonderen Ver- 
haltnisse gewlrdigt werden, unter denen eine Ausnutzung und Ver- 
wertung der in diesen Produkten enthaltenen Nahrstoffe durch das 
landwirtschaftliche Nutzvieh tiberhaupt erst gegeben ist. 

Alle rohfaserreichen, d.h. mehr oder weniger stark verholzten Vegeta- 
bilien (Holz, Stroh usw.) besitzen trotz ihres hohen Gehalts an Kohlen- 
hydraten fiir die Ernahrung der landwirtschaftlichen Nutztiere nur einen 
geringen Futterwert. An dem Aufbau und der Zusammensetzung solcher 
Futterstoffe sind in erster Linie Cellulose und Hemicellulose, Pentosane 
und Inkrusten beteiligt. Zu letzteren rechnen jene Verbindungen mit einem 
héheren Kohlenstoffgehalt als die Cellulose, wie Lignin, Kutin usw., und 
alle die Cellulose durchsetzende und in diese eingelagerte anorganischen 
Bestandteile, so namentlich verschiedene Kalk- und Kieselsiureverbindungen. 
Da nach den Untersuchungen von G. Fingerling, O. Kellner, N.Zuntz u. a. 
reine, d.h. von den inkrustierenden Substanzen befreite Cellulose ebenso 


1 Ergebnisse der angew. physik. Chem. 1, 199— 288, 1932. 
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wie die nicht vergairbaren Pentosane sehr hoch verdaulich sind und erstere 
m tierischen Organismus Fett im gleichen Umfange zu erzeugen vermag 
wie Starkemehl, so muB die geringe Verdaulichkeit cellulosereicher, aber 
verholzter Futterstoff auf die Durchdringung, Durchsetzung und Ein- 
hiillung der Cellulose von den Inkrusten zuriickgefiihrt werden. Abbau 
und Auflésung der Cellulose erfolgt im tierischen Organismus nicht durch 
Enzyme, sondern durch die Mikroorganismen des Magendarmkanals. Je 
stirker aber die Cellulose von den Inkrusten durchsetzt ist, desto schwerer 
ist sie durch Mikroorganismen angreifbar und vergiéirbar. Fiir die Ver- 
wendung verholzter Vegetabilien zu Fiitterungszwecken ist daher zundchst 
Voraussetzung, daB ihre Kohlenhydrate von den sie einschlieBenden 
Inkrusten befreit und so den Enzymen der Verdauungssifte, soweit es sich 
um Starke, Zucker usw. handelt, oder hinsichtlich der Cellulose den Mikro- 
organismen des Magendarmkanals zuganglich gemacht werden. Eine weitere 
Nutzbarmachung der Cellulose endlich wiirde in einem Abbau derselben 
zu Zuckerarten bestehen, die der tierische Organismus direkt, also nicht 
erst auf dem Wege einer bakteriellen Umwandlung, nutzbar machen kann. 
Hierbei ist freilich zu beachten, da8 den Zuckerstoffen von der Art des 
Rohrzuckers nicht das gleiche Fettbildungsvermégen im Tierkérper zu- 
kommt wie anderen Kohlenhydraten, sondern daB dieses beim Rohrzucker 
geringer ist, und zwar z. B. gegeniiber dem Stiéirkemehl um etwa 25°, 
Die Veredelung von Holz und Stroh zu hochwertigen Futterstoffen verlangt 
also zuerst eine Abtrennung der Inkrusten, also namentlich der Lignin- 
substanzen, von der Cellulose und weiterhin eine Umwandlung dieser 
in solehe einfacher aufgebaute Kohlenhydrate, die den allgemeinen be- 
kannten Zuckerarten naherstehen. 


Als Rohstoffe fiir die Holzhydrolyse kommen in Frage alle Riick- 
stande des Getreidebaues, wie Stroh, Spelzen, Schalen usw., und dann 
in erster Linie alle Arten Holz- und Holzabfalle. Der gewonnene Holz- 
zucker wiirde als ein kohlenhydratreicher Futterstoff vorwiegend fiir 
Mastzwecke in Frage kommen, sofern er hier hinsichtlich seines Fett- 
bildungsvermégens und in wirtschaftlicher Beziehung mit anderen, als 
Mastfutter bewahrten, kohlenhydratreichen Stoffen wie Gerste, Mais, 
Kartoffeln usw. in Wettbewerb treten kann. 


Erster Versuch. 


Der erste von uns untersuchte und durch Verfiitterung an Hammel 
auf seine Verdeulichkeit gepriifte Holzzucker stellte ein lockeres, graues 
Pulver dar. Der Geschmack dieses Produktes war nicht so sii8 wie der 
des Riibenzuckers, sondern mehr salzig-sii8. Es wird dies wahrscheinlich 
durch das Chlorcalcium bedingt, das beim Neutralisieren der letzten Anteile 
Salzsiure mittels Calciumcarbonat unter Entweichen von Kohlensaure 
entsteht. Das Produkt wurde beim Stehen an der Luft schnell klebrig und 
schlieBlich zerflieBlich. Wegen dieser starken Hygroskopizitét muBSten 
die Futterrationen fiir die einzelnen Tage auf einmal und mit méglichster 
Beschleunigung ausgewogen und in dicht verschlieBbaren GefaBen bis 
zur jeweiligen Verfiitterung aufbewahrt werden. Der Trockensubstanz- 
gehalt des Hydrolysats wurde nicht durch einfaches Trocknen bei 105°C 
bestimmt, da sich die Masse bei dieser Temperatur schon im groBen Aus- 
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maBe zersetzt, sondern durch Austrocknung iiber Phosphorpentoxyd ir 
Vakuum. Es wurde ein Trockensubstanzgehalt von 89,91°,, ermittelt 
Die chemische Zusammensetzung war in der wasserfreien Substanz folgende 


Organische Substanz . ...... . 96,35°%, 
NS SE eee a ee a 
RI ets NTT ES ly be gw. 4). ag 
N-freie Extraktstoffe. ..... . . 94,90° 
i... rene rte) i 
NS ia eo ete lige cei ete 


AuBerdem wurde nach dem Verfahren von G. Bertrand der Reduktions 
wert des Hydrolysats gegen alkalische Kupferlésung ermittelt. Auf Glucose 
berechnet ergab sich hierfiir ein Gehalt von 82,99 °,, in der Trockensubstanz. 
Das hier verfiitterte Hydrolysat stellte also ein Produkt dar, dessen Wert 
als Futtermittel fast ausschlieBlich durch seinen Gehalt an stickstofffreien 
Extraktstoffen, und zwar Zuckerarten, bestimmt wird. Stickstoffhaltige 
und atherlésliche Stoffe sind in so verschwindend geringen Mengen vo1 
handen, daB sie ginzlich vernachlassigt werden kénnen, zumal es sich 
wahrscheinlich nur um zufallige Verunreinigungen handelt. Da das Produkt 
noch sauer reagierte, so wurde mit Hilfe des T’rénel-Apparates die Wasser 
stoffionenkonzentration bestimmt. Zu diesem Zwecke wurde das Holz 
hydrolysat in destilliertem Wasser und dann in einfach normaler Chlor- 
kaliumlésung aufgeschwemmt bzw. gelést. Es ergab sich: 


10 g Hydrolysat + 25cecm Aqua dest... ..... . pr = 4,15 
l0g i +25 , nKCl-Lisumg ..... - Pu = 3,83 
10g - + 50 ,, Aquadest.. .....-.+-« PH = 3,% 
l0g - + 50 , nECl-Lisung ...... PH 3,70 


Da das Holzhydrolysat demnach etwa den gleichen Sauregehalt wie 
Sauerfutter aufweist, war anzunehmen, daB hierdurch eine Schadigung 
der Versuchstiere oder Beeintraéchtigung der Verdaulichkeit nicht zu er- 
warten war. Das Produkt wurde mit den anderen Futterstoffen griindlich 
vermischt, jedoch anfangs nur ungern genommen. Erst nachdem die aus 
Zinkblech bestehenden Futtertrége durch solche aus emailliertem Eisen 
ersetzt und als Geruchs- und Geschmackskorrigens Anis zugesetzt worden 
war, wurde das Futter anstandslos gefressen und restlos aufgezehrt. De 
Kot war sehr fest mit einer stark fettigen AuBenschicht. Verdauungs 
stérungen wurden nicht beobachtet. Aus dem in diesen Perioden gesteigerten 
Trinkwasserverbrauch mu8 jedoch auf ein gréBeres Durstgefiihl der Tiere 
gefolgert werden. Das Hydrolysat wurde in einer ersten Periode nur zu 
einem aus Kleeheu bestehenden Grundfutter verabfolgt, wm iiberhaupt 
einmal festzustellen, wie das Produkt gefressen und verdaut wird. In 
einer weiteren Periode wurden auBerdem eiweiBreiche Beifuttermitte! 
(Saflorkuchen bzw. Trockenmilch) zugelegt, um dem Einwand zu _ be- 
gegnen, daB infolge eines zu weiten Nahrstoffverhaltnisses in der ersten 
Periode eine Verdauungsdepression eingetreten sein kénnte. Die einzelnen 
Perioden dauerten 16 bis 18 Tage. An den letzten 10 Tagen wurde der Kot 
gesammelt, getrocknet und analysiert. Die in dieser Versuchsreihe verab 
folgten Futterstoffe wiesen in der wasserfreien Substanz folgende Zu 
sammensetzung auf: 
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Verdaulichkeit 


des Holzzuckers. 





of 
Or- N-freie Rohfett 
ganische Roh- Rein- Extrakt- (Ather- Roh- Rein- 
Substanz Protein eiweif stoffe  extrakt) faser asche 
0 "0 
Kleegrasheu 93,94 11,37 9,95 44,99 1,23 36,35 6,06 
Saflorkuchen 91,24 48,39 46,03 | 20,79 | 10,27 11,79 8,76 
Trockenmagermilch 91.55 35,37 33,32 54.65 1.53 8.45 


In Prozenten de 
verdaut worden: 


‘rr einzelnen 


Nahrstoffe v 


varen von dem Grundfutter 





Kleegrasheu 


‘leegrasheu 
+ Saflorkuchen 


Kleegrasheu 
rrockenmileh 





ee H. 2 
l'rockensubstanz 60,83 61, 22 62,44 67.55 
Organische Substanz 62,29 62,77 64,69 69.47 
Rohprotein 59,20 60,03 81,43 76,05 
N-freie Extraktstoffe 62.56 63°03 59,43 69,46 
Rohfett (Atherextrakt) 43,59 34,11 85,10 59.62 
Rohfaser .. 63,56 64,27 56,73 65,58 
Die Futterrationen setzten sich in den einzelnen Perioden wie folgt 
zusammen : 
Trocken- | Organische Roh- cae. Rohfett Rohfaser 
substanz Substanz protein ‘stoffe . 
g g g g g g 
1. Versuchsreihe. 
600 g Kleeheu 
(81 49% Trocken- 
substanz) 488.94 459,31 55,59 219,97 6,01 177,73 
250 ¢ Holzzucker 
(89,91 °,, Trocken- 
substanz) 224,78 216,58 2,97 213,32 0,29 
Gesamtverzehr 713,72 675,89 58,56 433,29 6,30 177,73 
2. Versuchsreihe. 
450g Kleegrasheu 
(81,49°, Trocken- 
; substanz) - 366,71 344,49 41,70 164,98 4.51 133,30 
250 ¢ Holzzucker 
(89,91°,, Trocken- 
substans) 224,78 216,58 2,97 213,32 0,29 — 
150 g Saflorkuchen 
(92.58%, Trocken- 
substanz) 138,87 126,71 67,20 28,87 14,26 16,37 
Gesamtverzehr 730,36 687,78 111,87 407,17 19,06 149,67 
450 ¢ Kleeheu Ls Se - -_ , 
591, 561.0 f 375,30 80 33,30 
2509 Helasucker . ||| ° 1,49 961,07 44.67 3783 4.5/ 133,36 
150 g Trockenmilch 
(92,41°, Trocken- 
substanz) 138,62 126,91 49.03 75,76 2,12 
Gesamtverzehr 730,11 687,98 93,70 454.06 6,92 133,30 
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In diesen Perioden waren die durchschnittlichen taglichen Aus 
scheidungen an Kottrockensubstanz und die chemische Zusammensetzuny 
dieser folgende: 





Aus- Zusammensetzung der Kottrockensubstanz 
geschiedene “ 
Kottrocken- ' : N-freie 
substanz- |Yrganische — Roh- Extrakt- | Rohfett Rohfaser 

menge Substanz protein stoffe 
¥ 0 Q 0 0 ( if 0 


1. Versuchsreihe. 
Hammel Nr.1 . . 274,53 89,90 11,50 48,73 1,18 28,49 
‘ se sae 266,49 89,17 11,44 48,40 1,38 27,95 
2. Versuchsreihe. 
Hammel Nr. 3 
(Saflorkuchen ) 262,26 87,71 11,44 47,37 1,05 27,85 
Hammel Nr. 4 
(Trockenmilch) 234,07 87,72 14,21 44,03 1,04 28,44 
Mit Hilfe aller hier wiedergegebenen Daten laBt sich nun die Ver 
daulichkeit des Holzhydrolysats in der nachstehenden Weise berechnen. 
Hierbei kommt es entsprechend der ganzen Zusammensetzung des Pro- 
duktes nur auf die organische Substanz im allgemeinen und die stickstoff- 
freien Extraktstoffe im besonderen an: 





Trocken- Organische N-freie 
substanz Substanz Extraktstoffe 
g g g 


1. Versuchsreihe. 


Hammel Nr.1 verzehrt. ..... 713,72 675,89 433,29 
Im Kote ausgeschieden .... . 274,53 246,80 133,78 
Verdaut im ganzen. ...... 439,19 429,09 299,51 

™ vom Kleeheu ..... 297,42 286,10 137,62 
Verdaut vom Holzhydrolysat in g 141,77 142,99 161,89 
: 3 ; » % 63,1 66,0 75.9 

Hammel Nr.2 verzehrt. ..... 713,72 675,89 433,29 
Im Kote ausgeschieden . ‘oer 266,49 237,63 128,98 
Verdaut im ganzen. .. . ae 447,23 438,26 304,31 

és vom Kleeheu . . es 299,33 288,31 138,65 
Verdaut vom Holzbydrolysat in g 147,90 149,95 165,66 
i a 65,8 69,2 77,7 

2. Versuchsreihe. 

Hammel Nr.3 verzehrt. . .... 730,36 687,78 407,17 
Im Kote ausgeschieden . . Sar 262,26 230,03 124,23 
Verdaut im ganzen. ...... 468,10 457,75 282,94 

. vom Grundfutter. . . . | 315,68 304,81 115,21 
Verdaut vom Holzhydrolysat . . 152,42 152,94 167,73 

Hammel Nr.4 verzehrt. ... . 730,11 687,98 454,06 
Im Kote ausgeschieden .... . 234,07 205,33 103,06 
Verdaut im ganzen. ...... 496,04 482.65 351,00 

‘ vom Grundfutter. . . . 341,35 327,48 167,22 


Verdaut vom Holzhydrolysat .. | 154,69 155,17 183,78 
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Hiernach ergaben sich folgende Verdauungskoeffizienten : 





1. Versuchsreihe 2. Versuchsreihe 
Mittel von H. 1 und 2 H.3 H.4 
lrockensubstanz .. . 64,5 67,8 68.8 
Organische Substanz . 67.6 70,6 71,6 
N-freie Extraktstoffe . 76.8 78,6 86,2 


Die Ubereinstimmung der vier Tiere untereinander ist eine durchaus 
befriedigende, nur Hammel Nr. 4 hat die stickstofffreien Extraktstoffe 
in der zweiten Versuchsreihe besonders hoch verdaut. Im Durch- 
schnitt aller Versuche ist der eigentliche Nahrstoff des Holzhydrolysats, 
nimlich die stickstofffreien Extraktstoffe, zu 79°, verdaut worden. 
Die gleichzeitig durchgefiihrte Stickstoffbilanz lieB in allen Perioden 
eine N-Retention erkennen, so da auch ein etwaiger ungiinstiger 
EinfluB der Hydrolysatverfiitterung auf den EiweiBstotfwechsel nicht 
vorgelegen hat. 

Zweiter Versuch. 

Wenn der zuerst verfiitterte Holzzucker anfanglich nicht gerade gern 
genommen wurde, so lag dies zweifelsohne mit an einer noch nicht ge 
niigenden Reinigung des Produktes. Ein nach dieser Richtung hin wesentlich 
verbessertes Produkt erwies sich als ein kristallisiertes braunes Pulver, 
das in seinem Aussehen an karamelisiertem Zucker erinnerte. Es enthielt 
in der Trockensubstanz: 





Organische N-freie 


Substans. Rohprotein Extraktstoffe Glucose Rohfett Reinasche 
0, . 04 

97,16 0,27 96.80 84,72 0.09 284 
Hiervon wurden wiederum pro Tag und Tier 250g mit 96,97", ent- 


sprechend 242,43 g zu einem aus 600 g Kleeheu mit 86,27°,, gleich 517,62 g 
Trockensubstanz verfiittert. Der Hammel schied im Durchschnitt der 
zehntagigen Versuchsperiode taglich 268,91 ¢ Kottrockensubstanz aus. 
Diese enthielt 90,46°,, organische Substanz, 11,45°,, Rohprotein, 49,77 

stickstofffreie Extraktstofie, 1.74°,, Rohfett, 27,50°,, Rohfaser und 9,54 

Reinasche. Hieraus ergibt sich folgende Zusammensetzung der Futter- 
ration und Verdaulichkeit der hier in Frage kommenden Nahrstoffgruppen : 





Trocken- Organische N-freie 
Hammel Xr. 1 substanz Substanz Extraktstofft 
g g g 
Kleeheu . . . ray ° 517,62 486,25 232,88 
Gereinigter Holzzucker . 242.43 935.55 234.67 
Gesamtverzehr . . ys 760,05 721,80 467.55 
Im Kote ausgeschieden , 268,91 243,26 133,54 
Verdaut im ganzen. . ee ae oon 491.14 478.54 333.71 
Ab fiir Grundfutter . : 314,87 392,89 145,69 
Verdaut vom Holzzucker in g . 176.27 175,65 188,02 
» n ‘ ms 72.7 746 80.1 
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Eine Gegeniberstellung der fiir das erste ungereinigte und fiir da 
gereinigte Holzhydrolysat gewonnenen Verdauungskoeffizienten ergibt 
folgendes Bild: 





Ungereinigter* Holzzucker Gereinigter Holzzucker 


Trockensubstanz .. . eas 66,4 72,7 

Organische Substanz by 69.4 74,6 

N-freie Extraktstoffe . . . . 79,6 (77,2) ** 80,1 
* Im Mittel aller Versuche. ** Im Mittel von Hammel 1, 2 u. 3. 


Der gereinigte Holzzucker zeigt also durchweg eine etwas héhere 


Verdaulichkeit, wenn schon der Unterschied auch nicht allzu groB ist 
Der Vorteil des gereinigten Produktes lag in Sonderheit darin, daB es 
von dem Versuchstier ohne weiteres und sehr gern gefressen wurde. 


Dritter Versuch. 


Dieser wurde mit Schweinen ausgefiihrt. Der verabfolgte Holzzucke: 
stellte eine dunkelbraune kristalline Masse dar von schwachem, etwas 
an gebranntem Zucker erinnernden Geruch. Der Geschmack war indifferent, 
vielleicht war er schwach salzig. Das Futter wurde gleich vom ersten Tage 
an von dem Schwein gut gefressen. Der hiernach abgesonderte Kot besaf 
jedoch eine schwarzbraune Farbe und zahklebrige Beschaffenheit. Irgend 
welche Verdauungsstérungen wurden nicht beobachtet. Das Holzhydrolysat 
wurde zu einem aus Gerstenschrot, Weizenschalen und Tierkérpermeh! 
bestehenden Grundfutter verabfolgt. 


Die Zusammensetzung der Futtermittel und Kotproben war, be- 
zogen auf wasserfreie Substanz, folgende: 





N-freie Rohfett 


yo erry Roh- Extrakt- (Ather- Rohfaser Reinasche 
Substanz protein stoffe extrakt) 
( ( 0 0 ( 
0 0 0 ( 0 


0 


Futtermittel. 


Gerstenschrot . 97,26 9,98 81,48 1,36 4.44 2,74 

Weizenschalen . 93,81 19,60 58,28 4,35 11,58 6,19 

Tierkérpermehl 75,41 66,79 3,20 4,28 1,12 24,59 

Holzzucker . . 92,63 0,67 91,96 - - 7,37 
Kotproben. 

Grundfutter . . 81,99 16,84 44,21 2,70 18,24 18,01 

Holzzucker . . 79,59 14,93 48,08 1,75 14,83 20,41 


Zusammensetzung der Futterrationen und Verdaulichkeit der einzelnen 
Nahrstoffgruppen sowohl des Grundfutters als wie auch des Holzhydrolysats 
ergibt sich aus nachstehender Tabelle: 
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Verdaulichkeit des Holzzuckers. 48] 
das = Or- ‘ N-freie Rohfett . 
ribt lrocken- ganische Roh- Extrakt- (Ather- Roh 
substanz Sybstanz protein stoffe Extrakt faser 
£ g £ g £ g 
a Grundfutterperiode. 
500 g Gerstenschrot 
(91,58% Trocken- 
substanz).... 457,9 445.4 45,7 373.1 6.2 20,3 
900 g Weizenschalen 
(88,20% Trocken- 
substanz) ; 441.0 413.7 86.4 257.0 19,2 51,1 
250g Tierkérpermeh| 
ere (89,89 % Trocken- 
° substanz) . ... 224.7 169.5 150,1 7,2 9.6 2.5 
1st a a 
Gesamtverzehr. . . . 1123.6 1028.6 282.2 637.3 35,0 73.9 
) OS Ausgeschieden im Kot 253.8 208,1 42.7 112.2 6.9 46.3 
de Verdaut ing .... 869.8 820.5 239,5 525,1 28,1 27,6 
y 77,4 79,8 84,9 82.4 80,3 37,4 
Holzzuckerperiode. 
ker {00 g Gerstenschrot 
Was (87,71°,.,. Trocken- 
nt, substanz) .... 350,8 341,2 35,0 285,8 4.5 15.6 
age 400 g Weizenschalen 
saB (87,93°., Trocken- 
nd- substanz) .... 351,7 329.9 68,9 205.0 15,3 40,7 
nat 200 g Tierkoérpermeh! 
el (89,89% Trocken- 
_ substanz) .... 179,8 135.6 120,1 5,8 7,7 2,0 
100 g Holzzucker 
be- (97,62°% Trocken- 
substanz) .... 292,9 271,3 2.0 269.3 — 
Gesamtverzehr. . . . 1175.2 1078.0 226,0 765.9 27,5 58,3 
Ausgeschieden im Kote 286,5 228.0 42.8 137.8 5.0 42.5 
che Verdaut im ganzen. . 888,7 850,0 183,2 628,1 22,8 15,8 
Ab fir Grundfutter . 682.9 643.8 190,2 409,2 22.3 21,8 
Verdaut v. Holzzucker 
Sar Se 205,8 206.2 -- 218.9 
Verdaut v. Holzzucker 
4 _ }) ape 70,2 76.0 -- 813 = 
y 
J Die einzelnen Nahrstoffe des gereinigten Holzhydrolysats sind 
7 also vom Schwein fast in gleicher Héhe verdaut worden wie vom Wieder- 
kauer, wie aus nachstehender Gegeniiberstellung der Verdauungs- 
' koeffizienten hervorgeht. 
1 
ities — Organische Stickstofffreie 
Trockensubstanz Substanz Extraktstoffe 
en 
ats Wiederkauer 72,7 74,6 80,1 
Schwein 70,2 76,0 81,3 
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Zusammenfassung. 


1. Die Versuche und Untersuchungen iiber die Zusammensetzun: 
und Verdaulichkeit des Holzzuckers, angestellt sowohl an Wiede: 
kauern wie auch an Tieren mit einhéhligem Magen, haben ergeben, dat; 
die durch Hydrolyse aus Holz gewonnenen Produkte in der allergréBte: 
Hauptsache aus stickstofffreien Stoffen und zwar vorwiegend Zucke1 
arten bestehen, die sich zu 80°, als verdaulich erwiesen haben. Durc! 
praktische Fiitterungs- und exakte Respirationsversuche ist nunmelh: 
noch festzustellen, in welchem Umfange der Holzzucker fahig ist, zur 
Fettbildung im tierischen Organismus beizutragen. 

2. Die Versuche haben gezeigt, daB der Holzzucker geniigend 
gereinigt sein muB, wenn er von den landwirtschaftlichen Nutztiere: 
wie Schwein und Wiederkéuer nicht nur anstandslos, sondern auch 
gern gefressen werden soll. Gesundheitsstérungen, bedingt durch die 
Verfiitterung des Holzzuckers, konnten in keinem Falle beobachtet 
werden. 

3. Eine praktische Verwendung des Holzzuckers als Futtermitte! 
setzt voraus, da dessen Hygroskopizitat beseitigt wird. Durch Mischen 
bzw. Antrocknen an Trockenkartoffeln und wahrscheinlich auch andere 
stirkemehlhaltige Materialien diirfte dieser Nachteil ohne weiteres 
beseitigt werden kénnen. 


Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen berechtigen zu 
der Hoffnung, daB sich auf dem Wege der Hydrolysierung des Holzes 
Produkte gewinnen lassen, die als kohlenhydratreiche Futterstoffe 
weitgehendst in der landwirtschartlichen Nutzviehhaltung werden Ver- 
wendung finden kénnen. 


I 
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